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ATP adenozin trifosfat 
AU enota za absorbanco (ang. absorbance unit) 
 beta 
bp bazni par 
BSA goveji serumski albumin 
°C stopinja Celzija 
C- karboksi- 
cAMP ciklični adenozin monofosfat 
CD cirkularni dikroizem (ang. circular dichroism) 
CDC  od holesterola odvisni citolizini (ang. cholesterol-dependent cytolysins)  
cDNA komplementarna DNA (ang. complementary DNA) 
CM5 oznaka senzorskega čipa podjetja Biacore s karboksimetiliranim dekstranom za vsestransko 
uporabo pri meritvah SPR 
CTP citozin trifosfat 
D4 domena 4 
D6 DARPin 6 
D22 DARPin 22 
D30 DARPin 30 
Da dalton 
DARPin  racionalno načrtovan protein z ankirinskimi ponovitvami (ang. designed ankyrin repeat 
protein)  
DEPC dietil pirokarbonat 
DLS dinamično sipanje svetlobe (ang. dynamic-light scattering) 
DMSO dimetil sulfoksid 
DNA deoksiribonukleinska kislina (ang. deoxyribonucleic acid) 
dNTP deoksinukleotidtrifosfat 
DTT ditiotreitol 
E. coli Escherichia coli 
EDTA etilendiamintetraocetna kislina 
ELISA  encimskoimunski test (ang. enzyme-linked immunosorbent assay)  
 g mnogokratnik gravitacijskega pospeška, relativna sila centrifugiranja 
g gram 
GTP gvanozin trifosfat 
h ura 
HCl klorovodikova kislina 
Hepes 2-[4-(2-hidroksietil)piperazin-1-il]etansulfonska kislina 
IPTG izopropil--D-tiogalaktopiranozid 
ITC izotermalna titracijska kalorimetrija (ang. isothermal titration calorimetry) 
k kilo 
K2HPO4 dikalijev hidrogen fosfat 
ka hitrostna konstanta asociacije  
Omersa, N. Vpeljava tehnike predstavitve na ribosomih za proučevanje interakcij proteinov z membranami. 
   Dokt. disert., Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Medicinska fakulteta, Interdisciplinarni doktorski študij Biomedicina, 2020 
V 
 
kd hitrostna konstanta disociacije  
KD ravnotežna konstanta disociacije, merilo za afiniteto vezavne molekule 
KH2PO4 kalijev dihidrogen fosfat 
l liter 
L1 zanka 1; tudi oznaka senzorskega čipa podjetja Biacore z lipofilnimi skupinami za 
imobilizacijo lipidnih veziklov za meritve SPR  
L2 zanka 2 
L3 zanka 3 
L tekoča neurejena faza lipidne membrane, tudi Ld (ang. liquid disordered phase) 
LB Luria-Bertani 
LiKAcPO4 litij-kalijev acetil fosfat 
Lo tekoča urejena faza lipidne membrane (ang. liquid ordered phase) 
LUV velik enoslojni vezikel (ang. large unilamellar vesicle) 
LLO  listeriolizin O  
 DNA molekulski velikostni standard za DNA 
M množinska koncentracija, molarnost 
m mili ali meter 
MES 2-(N-morfolino)etansulfonska kislina 
min minuta 
MMP matriksna metaloproteinaza 
mol % molarni odstotek 
mol : mol molarno razmerje 
MLV večslojni vezikel (ang. multilamellar vesicle) 
mRNA  informacijska RNA (ang. messenger RNA)  
MQ deionizirana in filtrirana ultra čista voda (Milli-Q) 
N- amino- 
n nano 
NaCl natrijev klorid 
NaDS-PAGE poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega dodecilsulfata 
NaH2PO4 natrijev dihidrogen fosfat 
NHS N-hidroksi sukcinimid  
Ni-NTA nitrilotriocetna kislina z vezanimi nikljevimi ioni 
nm nanometer 
NNK prilagojen kodon za naključno vgrajevanje aminokislin, pri čemer je N katerikoli nukleotid, 
K pa keto-nukleotid 
Nom. pričakovana pojavnost (aminokislin) (ang. nominal) 
npr. na primer 
Obs. opažena pojavnost (aminokislin) (ang. observed) 
OD optična gostota pri izbrani valovni dolžini (ang. optical density) 
PCR verižna reakcija s polimerazo (ang. polymerase chain reaction) 
PDB  spletna podatkovna zbirka tridimenzionalnih zgradb bioloških molekul (ang. protein data 
bank) 
PDB ID  prepoznavna oznaka proteina, deponiranega v podatkovni zbirki PDB  
PFO perfringolizin O  
PFOD4 četrta domena perfringolizina O 
pH merilo za koncentracijo oksonijevih ionov v raztopini (ang. potential of hydrogen) 
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pRDV plazmidni vektor za predstavitev na ribosomih 
PRM protein-ribosom-mRNA 
R2 determinacijski koeficient 
Rmax maksimalni odziv pri SPR 
RNA ribonukleinska kislina (ang. ribonucleic acid) 
RU enota odziva pri SPR (ang. response unit) 
s sekunda 
scFv  enoverižni konstrukt variabilnega dela protiteles (ang. single chain fragment variable)  
s. d. standardna deviacija 
SEC kromatografija z ločevanjem po velikosti (ang. size exclusion chromatography) 
SPR  površinska plazmonska resonanca (ang. surface plasmon resonance) 
str. stran 
SUV majhen enoslojni vezikel (ang. small unilamellar vesicle) 
mrd srednja molarna eliptičnost na aminokislinski ostanek 
TBS pufer iz Trisa in soli; sestava opisana v poglavju Material in metode 
TBST pufer iz Trisa, soli in detergenta; sestava opisana v poglavju Material in metode 
TCEP tris(2-karboksietil)fosfin 
t. i. tako imenovani 
TMB 3,3',5,5'-tetrametilbenzidin 
TNF tumorje-nekrotizirajoči dejavnik  (ang. tumor necrosis factor ) 
TolA periplazemski protein E. coli 
TolA-PFOD4 protein, sestavljen iz periplazemskega proteina E. coli (TolA) in četrte domene 
perfringolizina O (PFOD4) 
Tris 2-amino-2-(hidroksimetil)-1,3-propandiol 
TRL s triptofani bogata zanka (ang. tryptophan rich loop) 
tRNA prenašalna RNA (ang. transfer RNA) 
UniProt spletna podatkovna zbirka proteinskih zaporedij in podatkov o delovanju proteinov 
UPLC kromatografija ultravisoke ločljivosti (ang. ultra performance liquid chromatography; ultra 
high pressure liquid chromatography) 
UTP uracil trifosfat 
 mikro 
vmax maksimalna hitrost 
w : v masno-volumsko razmerje 
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Od holesterola odvisni citolizini (ang. cholesterol-dependent cytolysins, CDC) imajo 
pomembno vlogo pri virulentnosti bakterij. Razumevanje njihovega delovanja je 
pomembno za razvoj učinkovin za zaviranje njihove aktivnosti ter za možnost njihove 
uporabe v terapevtske, biotehnološke in sinteznobiološke namene.  
S tehniko predstavitve na ribosomih smo pridobili vezavno proteinsko ogrodje na 
osnovi racionalno načrtovanega proteina z ankirinskimi ponovitvami (DARPin-a, ang. 
designed ankyrin repeat protein), ki se je vezalo na Y406A, ki je od pH odvisen mutantni 
CDC. Izbrani DARPin se je z veliko afiniteto (KD ~ 100 nM) vezal na Y406A na tak način, 
da je še vedno omogočal vezavo Y406A na membrano, vendar do nastanka pore ni prišlo, 
hkrati pa je bila vezava DARPin-a na Y406A mogoča, ko je bil slednji že vezan na 
membrano. Z vpeljavo tehnike predstavitve na ribosomih smo pridobili tudi različice 
domene CDC za vezavo na membrano (PFOD4), ki so se na membrano vezale z različnimi 
vezavnimi parametri. Divji tip PFOD4 se je vezal na membrano s 50 molarnimi odstotki 
holesterola z afiniteto (KD) v nanomolarnem območju. Testirali smo dve različici PFOD4, 
od katerih se je ena vezala na membranski holesterol manj specifično, in sicer na dve 
različno dostopni populaciji membranskega holesterola. Obe različici sta imeli KD v 
enakem območju kot divji tip PFOD4. 
Na osnovi selektivnega in specifičnega zaviranja aktivnosti CDC z DARPin-om smo 
postavili proteinska logična vrata na membrani in pokazali princip delovanja takega 
sistema v sintezni biologiji. Tehnika predstavitve na ribosomih se je izkazala kot primerna 
tudi za pridobitev različic membranskovezavnih domen CDC s spremenjenimi vezavnimi 
lastnostmi. V kombinaciji z uveljavljenimi tehnikami za merjenje interakcij predstavlja 
predstavitev na ribosomih dobrodošlo dodatno orodje za proučevanje interakcij proteinov 
z membranami, pri čemer so njene glavne prednosti predvsem prilagodljivost, omogočanje 
številnih kombinacij zamenjav aminokislinskih ostankov ter možnost zorenja afinitete. 
 
Ključne besede: predstavitev na ribosomih, DARPin, CDC, holesterolna specifičnost, 
površinska plazmonska resonanca, usmerjena evolucija 
 
Objavi: 
Omersa, N.; Aden, S.; Kisovec, M.; Podobnik, M.; Anderluh, G. Design of Protein 
Logic Gate System Operating on Lipid Membranes. ACS Synth. Biol. 2020, 9, 316–328, 
doi:10.1021/acssynbio.9b00340. 
Omersa, N.; Podobnik, M.; Anderluh, G. Inhibition of Pore-Forming Proteins. 
Toxins 2019, 11, 545, doi:10.3390/toxins11090545.  
Omersa, N. Vpeljava tehnike predstavitve na ribosomih za proučevanje interakcij proteinov z membranami. 




Cholesterol-dependent cytolysins (CDCs) are important virulence factors. An in-
depth understanding of their membrane binding and pore formation mechanism is crucial 
for the development of their inhibitors and for their utilization in therapeutic, 
biotechnological, and synthetic biology applications. 
The ribosome display technique enabled us to gain the protein binding scaffold based 
on designed ankyrin protein (DARPin) with a high binding affinity (KD ~ 100 nM) towards 
the Y406A, which is a pH-dependent mutant of CDC. Selected DARPin bound to the 
Y406A and inhibited its pore forming activity, although the membrane-binding step of 
Y406A was not affected. The DARPin was able to bind to the Y406A also when the 
Y406A was already inserted into a membrane. Implementation of ribosome display was 
successful also for selection of CDC membrane-binding domain variants (PFOD4) with 
different binding parameters. The wild-type PFOD4 bound to the membrane with 50 molar 
percent of cholesterol with a nanomolar affinity (KD). Between the two tested PFOD4 
variants, one bound to the membrane cholesterol less specifically, namely to two 
differently accessible populations of membrane cholesterol, whereas both variants had the 
KDs in a similar range as the wild-type PFOD4. 
Based on selective and specific inhibition of the CDC with the DARPin, we 
constructed the protein logic gate on a membrane and showed a proof of concept for such 
a system in synthetic biology. Ribosome display proved appropriate also for enrichment 
of membrane-binding domains with altered binding characteristics. Together with 
established techniques for measuring molecular interactions, ribosome display is an 
appreciated additional tool for studying protein-membrane interactions, with its main 
advantages being flexibility, allowance of numerous combinations of amino acid 
substitutions, and the possibility of affinity maturation. 
 
Key words: ribosome display, DARPin, CDC, cholesterol specificity, surface plasmon 
resonance, directed evolution 
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1.1 Od holesterola odvisni citolizini (CDC) 
Biološke membrane so dinamični in heterogeni sistemi, ki so zelo natančno 
uravnavani. Pomembno vlogo imajo pri zaščiti pred vplivi iz okolja, izmenjavi kemijskih 
komponent, posredovanju signalov, transportu, metabolizmu in pritrjanju celic [1–4]. 
Tekom evolucije so se pri vseh kraljestvih živih bitij razvili proteini za tvorbo por v 
membranah, ki imajo vlogo pri normalnem fiziološkem delovanju celic, odstranjevanju 
nezaželenih celic v sklopu imunskega sistema ali pri napadu ali obrambi pred drugimi 
organizmi. Pri mnogih bakterijah predstavljajo najpogostejše virulentne in patogene 
dejavnike. Največja podskupina teh proteinov se imenuje od holesterola odvisni citolizini 
(CDC) in zaenkrat šteje približno 30 proteinov, ki so si med seboj 40–70 % podobni [5, 6]. 
CDC so sestavljeni iz štirih domen, od katerih je najbolj ohranjena domena za vezavo na 
lipidne membrane. Izločajo jih številne bakterije (rodovi Bacillus, Listeria, Lysinibacillus, 
Paenibacillus, Brevibacillus, Streptococcus, Clostridium, Gardnerella, Arcanobacterium, 
Lactobacillus, Desulfobulbus in Enterobacter) [7–9]. Večina teh proteinov vsebuje 
signalno zaporedje, ki omogoča njihov transport v zunajcelično okolje, kjer nato potujejo 
do mesta delovanja − to je sesalska celična membrana. Edini poznani CDC, ki kot 
receptorja ne prepozna holesterola, je intermedilizin, čigar tarčni protein je glikoproteinski 
receptor za intermedilizin, CD59 [10]. Mehanizem nastanka pore v membrani (slika 1 b) 
se po začetni interakciji s holesterolom in nastanku stabilnega dimera [11–14] nadaljuje s 
pridruževanjem monomerov CDC, kar vodi do nastanka obročastih tvorb iz 35–50 
monomerov, ki jih imenujemo pre-pore [15]. Sledi konformacijska sprememba, vstavitev 
tretje domene CDC v membrano in nastanek -sodčka, kar imenujemo pora. Peptidne vezi 
se umaknejo stran od membranske sredice, kamor se pomaknejo hidrofobnejši deli 
proteinske molekule [16]. Premer pore je običajno 250–300 Å [17–19]. Domena 1 (slika 
1, vijolična barva) je edina domena, pri kateri ne pride do večjih konformacijskih 
sprememb med nastajanjem pore [17]. Domena 2 (zelena barva), ki jo večinoma sestavljajo 





pozicije v diagonalno [20]. Domeno 3 (modra barva) sestavljajo -ploskve, udeležene pri 
oligomerizaciji toksina, in šest kratkih -vijačnic, ki se razprejo v dve alifatski -lasnici in 
tvorijo -sodček [18, 19]. Domeno 4 (oranžna barva) pa sestavljajo -sendvič in štiri 
ohranjene zanke na najbolj distalnem delu proteina. Te zanke so odgovorne za prepoznavo 
holesterola in začetno vezavo na membrano in so znotraj skupine CDC zelo ohranjene 
(preglednica 1) [12, 21, 22]. 
 
Preglednica 1. Poravnava aminokislinskih ostankov v zankah četrte domene pri petindvajsetih predstavnikih 
CDC. CDC: od holesterola odvisni citolizini; L1: zanka 1; L2: zanka 2; L3: zanka 3; TRL: s triptofani bogata 
zanka. 
CDC L2 L3 TRL L1 vir (UniProt) 
alveolizin HTGGYVA DRTAH ECTGLAWEWWR GTTLYP P23564 
antrolizin O HYGAYVA DKTAH ECTGLAWEWWR GTTLYP A0A0F7RBI7 
botulinolizin HRGAYVA NLTAH ECTGLAWEWWR GTTLYP A0A1B4Z406 
brevilizin HYGWYVA DRTAP ECTGLAWEWWR GTTLNP P0C7B0 
cereolizin O HYGAYVA DKTAH ECTGLAWEWWR GTTLYP P33376 
ekvizimilizin HQGAYVA SKTSP ECTGLAWEWWR GSTLSP Q9AJD4 
intermedilizin HDGAFVA NRGAH GATGLAWEPWR GTTLHP Q9LCB8 
ivanolizin O HSGGYVA SKLAH ECTGLAWEWWR GTTLYP P31831 
kaniolizin HQGAYVA SKTSP ECTGLAWEWWR GSTLSP Q53957 
lektinolizin HSGAYIA NQTAG KKTGLLWNRWQ GTTLNS Q2PHL4 
listeriolizin O HSGGYVA SKLAH ECTGLAWEWWR GTTLYP P13128 
mitilizin HSGAYVA DLTAH ECTGLAWEWWR GTTLYP A0SZX1 
noviolizin HRGAYVA GRTAH ECTGLAWEWWR GTTLYP A0Q0M2 
perfringolizin O HSGAYVA DKTAH ECTGLAWEWWR GTTLYP P0C2E9 
piolizin HGGGYVA ARTLG EATGLAWDPWW GTTLNP A0A1V0D773 
pnevmolizin HSGAYVA DLTAH EATGLAWEWWR GTTLYP Q04IN8 
psevdomonalizin HSGAYVA DLTAH ECTGLAWEWWR GTTLYP P42790 
seeligeriolizin O HSGGYVA SKLAH ECTGLFWEWWR GTTLYP P31830 
sferikolizin HYGAYVA DKTAH ECTGLAWEWWR GTTLYP A5A793 
streptolizin O HQGAYVA SKTSP ECTGLAWEWWR GSTLSP P0C0I3 
suilizin HSGAYVA NLTSH ECTGLAWEWWR GTTLYP Q55996 
tetanolizin O HSGAYVA DRTAH ECTGLAWEWWR GTTLYP Q893D9 
turingiolizin O HYGAYVA DKTAH ECTGLAWEWWR GTTLYP Q6HGA7 
vaginolizin HRGAYVA YRTAH EKTGLVWEPWR GTTLWP B2YGA4 
weinstephanenlizin HYGAYVA DKTAH ECTGLAWEWWR GTTLYP A9VQ35 
 
Ogrodje CDC je stabilno in prilagodljivo ter omogoča različne vloge v celici. CDC 
sodelujejo pri aktivaciji komplementa, vezavi na nesterolni receptor, od pH odvisnem 
mehanizmu nastanka pore, nastanku translokacijskega kanala in drugih procesih [23]. V 
sklopu doktorske disertacije smo uporabljali porotvorna proteina perfringolizin O in 
listeriolizin O, ki ju oba uvrščamo v skupino CDC. 
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1.1.1 Listeriolizin O (LLO) 
Listeriolizin O (LLO) je glavni virulenčni dejavnik patogene bakterije Listeria 
monocytogenes, ki povzroča bolezen listeriozo [24]. Ko bakterija vstopi v gostiteljsko 
celico, jo zaobjame internalizacijska vakuola (fagolizosom) in glavna biološka vloga tega 
56,4-kilodaltonskega toksina je tvorba por v membrani fagolizosoma. S tem bakteriji 
omogoči prehod v citosol, kjer se lahko razmnožuje, ter omogoča nadaljnje širjenje od 
celice do celice po organizmu [25]. Aktivnost LLO je kontrolirana, zato da okužene 
gostiteljske celice kljub neprestanemu nastajanju toksina ostajajo žive. Od ostalih CDC se 
LLO namreč razlikuje po tem, da je njegova stabilnost odvisna od pH [26, 27]. 
Tridimenzionalna zgradba LLO je znana (slika 1 a – levo) [28]. Raziskovalna skupina s 
Kemijskega inštituta je opazila, da ena izmed mutiranih različic LLO deluje strogo odvisno 
od pH [29]. Gre za protein, ki ima na mestu 406 aminokislino tirozin spremenjeno v alanin. 
Aromatski aminokislinski ostanek Y406 se pri LLO nahaja v domeni 2, na površini, ki 
meji na domeno 3, in s povečevanjem rigidnosti domen 2 in 3 z ionskimi in hidrofilnimi 
interakcijami ter s hidrofobnimi ali − interakcijami z aminokislinskim ostankom Y212 
prispeva k stabilnosti proteina. Velikost pore pri mutantnem proteinu je podobna kot pri 
divjem tipu deluje pa le pri nižjem pH – nas pH 7 aktivnosti ne zaznamo več [29]. 
1.1.2 Perfringolizin O (PFO) 
Perfringolizin O (PFO) je 52,6-kilodaltonski protein, ki ga izloča bakterija 
Clostridium perfringens in velja za modelnega predstavnika CDC. Njegova 
tridimenzionalna zgradba je bila določena že leta 1997 (slika 1 a – desno) [6], kmalu zatem 
pa so bili določeni tudi aminokislinski ostanki, udeleženi pri nastajanju transmembranske 
tvorbe iz -lasnic v tretji domeni [18, 19]. C-končni del oz. četrta domena perfringolizina 
O (PFOD4) je zvita v ločeno in kompaktno domeno iz -sendviča. Molekulsko 
modeliranje nakazuje, da so pri vezavi na holesterol udeležene tri zanke (L1, L2, L3) ter 
da ob tem pride do premika s triptofani bogate zanke (TRL) [21, 31, 32]. Zanke L1, L2 in 
TRL predstavljajo najbolj ohranjen del D4 znotraj skupine CDC in mutacije v tem predelu 







Slika 1. Od holesterola odvisni citolizini (CDC). a) Tridimenzionalna zgradba CDC. Na sliki levo je prikazan 
listeriolizin O (LLO) z označenim aminokislinskim ostankom tirozin na mestu 406, ki je pri mutirani različici 
Y406A spremenjen v alanin. Na sliki desno je prikazan perfringolizin O (PFO) z označenimi zankami L1, 
L2, L3 in TRL, ki se nahajajo na področju proteina, kjer pride do stika z membrano, bogato s holesterolom. 
b) Shematski prikaz nastanka pore CDC. Vijolična barva: domena 1; zelena barva: domena 2; modra barva: 
domena 3; oranžna barva: domena 4. 
 
1.1.3 Vezava na holesterol 
Vezava proteinov na membrane lahko poteka z različnimi tipi interakcij, odvisno od 
fizikalno kemijskih lastnosti tako membran kot proteinov [37]. Proteini se na membrane 
lahko vežejo zaradi prepoznave določenih komponent v membrani, dovzetnosti za 
elektrostatske naboje na površini membrane, vezave aromatskih aminokislinskih ostankov 
na lipide z ioni dvojčki, hidrofobnih interakcij, ki vključujejo alifatske aminokislinske 
ostanke in fenilalanin, ki se izpostavijo na površini po konformacijski spremembi proteina, 
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ali zaradi preference do določene membranske ukrivljenosti [37–41]. Podatki o vezavi 
CDC na holesterol izhajajo večinoma iz poskusov spreminjanja posameznih 
aminokislinskih ostankov v D4 [11, 18, 46, 22, 31, 32, 35, 42–45], proučevanja vezave 
CDC na različno zgrajene sterole [26,36], fluorescenčnega označevanja [18, 19, 21, 22, 
47, 48], analiz z NaDS-PAGE [15], kristalografije in krioelekronske mikroskopije [6, 28, 
33, 49], merjenja prevodnosti [15], mikroskopije na atomsko silo [20], fluorescenčne 
spektroskopije [12], proučevanja komplementacije z -toksinom [34] in simulacij 
molekulske dinamike [36, 50, 51]. 
Prvi korak pri vezavi vodotopnih CDC na membrano vključuje nastanek stika 
proteinskega monomera in lipidnega dvosloja. Pri tem difuzijskem koraku verjetno 
pomembno vlogo igrajo interakcije triptofanov z membranskimi lipidi [16] in 
elektrostatske interakcije [31, 35]. Več raziskovalnih skupin je pokazalo, da so za vezavo 
PFO na holesterol pomembne aminokisline v zankah, ki povezujejo -ploskve na dnu 
četrte domene [31, 32, 34, 35, 42], vendar aminokislinski ostanki, udeleženi pri začetni 
vezavi na holesterol, še niso prepričljivo določeni. Motiv za prepoznavo holesterola pri 
CDC naj bi bil aminokislinski par treonin-levcin, ki se pri PFO nahaja na mestih 490–491 
[5, 32, 52]. Twetenova raziskovalna skupina predlaga tudi model vezave oz. vsidranosti 
monomera v membrano [45]. Pri tem modelu naj bi bili v interakcijo z membrano vpleteni 
aminokislinski ostanki D434, T436, A438 iz zanke 3, celotna s triptofani bogata zanka ter 
T490 in L491 iz zanke 1. Več raziskovalnih skupin se strinja, da so poglavitne aminokisline 
za vezavo CDC na membrano treonin in levcin v zanki 1 (pri PFO na mestih 490 in 491) 
ter trije triptofani v zanki, bogati s triptofani [31, 51, 53–55]. Dva modela vezave PFO na 
membrano obstajata tudi v podatkovni zbirki OPM (ang. Orientations of Proteins in 
Membranes) [56]. Tadva na podlagi računalniških simulacij tridimenzionalnih zgradb 
proteinov, deponiranih v PDB, predvidevata interakcijo holesterola z aminokislinskim 
ostankom C459, pri čemer naj bi se v membrano vsidral W466 [57, 58]. 
Nastajanje pore se po začetnem stiku monomerov CDC z membrano nadaljuje z 
drsenjem monomerov po površini membrane, pri čemer prihaja do tvorbe reverzibilnih 
dimerov, dokler ne nastane stabilen dimer [11–14]. Sledi specifična vezava proteinov z 





Za interakcijo PFO in ostalih CDC z membrano je ključni dejavnik dostopnost 
holesterola na površini membrane [34, 47, 50, 59]. CDC se med seboj razlikujejo po 
specifičnosti za holesterol [45], pri čemer vsi potrebujejo vsaj 30 mol % holesterola v 
membrani [26, 35, 60–62]. Afiniteta vezave PFO na membranski holesterol je 
nanomolarna (ravnotežna konstanta disociacije (KD)  je približno 50 nM) [63, 64]. Pri 
membrani, sestavljeni iz 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfoholina (POPC) in 
holesterola se pri 30–40 molarnih odstotkih (mol %) holesterola PFO ne veže na membrano 
ali pa se veže šibko [12, 60], medtem ko je vezava pri 50–55 mol % holesterola maksimalna 
[12, 61]. Pri membranah iz fosfolipidov z večjim deležem nenasičenih acilnih verig ali z 
manjšimi polarnimi skupinami je za vezavo PFO potreben manjši mol % holesterola [34, 
46, 47]. Stehiometrija vezave membranskega holesterola in CDC ni znana, najbrž pa CDC 
veže eno do dve molekuli holesterola [13, 23, 49, 65–68]. Znano je, da dodatek prostega 
holesterola pred inkubacijo z eritrociti zavira hemolizo [61, 69–73] in da za 
oligomerizacijo in nastanek obročastih skupkov zadostuje tudi membranski sistem iz 
samega holesterola, brez fosfolipidov [48]. 
 
1.2 Opis membranskega sistema 
V sklopu doktorske disertacije smo za vezavo CDC na membrano uporabljali umetne 
membranske sisteme iz POPC in holesterola. Fosfatidilholin je fosfolipid, ki predstavlja 
glavno komponento bioloških membran. POPC (slika 2) ima nasičeno verigo na poziciji 
sn-1 in nenasičeno verigo na poziciji sn-2, s čimer posnema zgradbo sesalskih fosfolipidov. 
Hidrofilna skupina POPC je električno nevtralna, ker vsebuje pozitivno nabito holinsko 
skupino in negativno nabit fosfat. Temperatura faznega prehoda iz gel v tekočo fazo za 
POPC je –2 °C. 
 
 
Slika 2. Skeletna formula 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfoholina (POPC). 
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Holesterol (slika 3) ima v primerjavi s fosfatidilholini majhno hidrofilno domeno, ki 
jo predstavlja le ena hidroksilna skupina. Tej regiji sledi planarno urejena skupina štirih 
obročev in nato še kratka alkilna veriga. Holesterol v membrani zmanjša prepustnost 
membrane za vodo [74, 75] ter spremeni fluidnost, debelino, stisljivost in ukrivljenost 
membrane [76]. Holesterol prav tako inducira ločitev faz v membranah z več različnimi 
vrstami lipidov in se selektivno razporeja med različnimi lipidnimi fazami, ki so prisotne 
v membrani sočasno [77]. Holesterol je znan kot receptor CDC, poleg receptorske 
(prepoznavne) vloge pa je pomemben tudi za oligomerizacijo, vstavitev CDC v membrano 
in stabilizacijo membranske pore [6]. Za vezavo CDC na holesterol naj bi bili pomembni 
-hidroksilna skupina na prvem obroču holesterola in fleksibilnost acilne verige [36,78]. 
 
 
Slika 3. Skeletna formula holesterola. 
 
V mešanici POPC : holesterol je polarna hidroksilna skupina holesterola približno 
poravnana s karbonilno estrsko skupino fosfolipida [79, 80] tako da polarna skupina POPC 
delno prekriva holesterolno molekulo in s tem omejuje njeno dostopnost [81, 82]. Rigidna 
zgradba holesterolnih obročev zmanjša trans-gauche izomerizacije sosednjih lipidnih 
acilnih verig, jih s tem napravi bolj urejene, ter zmanjša dinamičnost in fluidnost 
membrane. Takšna faza mešanice fosfolipidov in holesterola v membrani se imenuje 
tekoča urejena (Lo) faza [83, 84], za razliko od tekoče neurejene (L) faze fosfolipidnih 
membran v odsotnosti holesterola nad temperaturo prehoda iz gel v tekočo fazo. Ker 
holesterol povzroči iztegnjenje acilnih verig v Lo fazi, so takšni membranski dvosloji 
debelejši od s holesterolom revnejših membran, ki so v fazi L [85]. Povečana urejenost 
acilnih verig ob dodajanju holesterola povzroči zmanjšanje prostega volumna v lipidnih 
dvoslojih [86]. Pri membranah, sestavljenih iz mononenasičenega POPC in holesterola, se 
holesterol zaradi asimetričnih acilnih verig POPC manj grupira v skupke oz. domene kot 





(DOPC) z nizko temperaturo faznega prehoda ali z nasičenim dimiristoilfosfatidilholinom 
(DMPC) z visoko temperaturo faznega prehoda [87–89] oziroma so te domene manjše [88, 
90]. Na sliki 4 je fazni diagram, ki prikazuje obstoj različnih lipidnih faz v mešanici 
POPC : holesterol. Podatki so bili pridobljeni s fluorescentno polarizacijo 
difenilheksatriena in analizo razpolovne dobe trans-parinarične kisline za mešanico 
lipidov POPC : holesterol [91, 92] in veljajo za planarne lipidne dvosloje. 
 
 
Slika 4. Fazni diagram binarne mešanice lipidov POPC : holesterol. Slika je iz priročnika o lipidnih dvoslojih 
[93], originalna referenca je De Almeida in sod., 2003 [91]. 
 
Faznih diagramov za majhne enoslojne vezikle (SUV), ki smo jih za proučevanje 
vezave PFOD4 uporabljali mi, ni dostopnih v literaturi. Kljub temu predpostavljamo, da 
enak fazni diagram, kot je za prikazan na sliki 4, velja tudi za SUV in da holesterol 
predstavlja enak mol % celokupnih lipidov v obeh membranskih slojih SUV. To sklepamo 
na podlagi dognanj, da imajo vezikli, pripravljeni po postopku, kot smo ga uporabili mi, 
enako lipidno sestavo obeh membran [94, 95], da holesterol v kombinaciji s POPC ne 
vpliva bistveno na ukrivljenost membrane [85, 96], da pri holesterolu prihaja do hitrih 
izmenjav pozicij iz enega lipidnega sloja v drugega (transverzalna difuzija oz. t. i. flip-flop) 
[95, 97–99] in da pri velikosti SUV, s katerimi smo delali (40 nm), ne prihaja do 
asimetričnega razporejanja lipidov zaradi ukrivljenosti membrane [94, 95]. Zaradi 
ukrivljenosti membrane je sicer v notranjem sloju prisotnih približno 45 % in v zunanjem 
sloju približno 55 % celokupnih membranskih lipidov [95, 100], holesterol pa je verjetno 
v zunanjem sloju SUV zaradi manj tesnega pakiranja lipidov bolj dostopen kot v planarni 
membrani. 
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Shematska predstavitev preurejanja membran v odvisnosti od mol % vgrajenega 
membranskega holesterola na sliki 5 služi za razlago modela vezave četrte domene PFO v 
fuziji s tretjo domeno periplazemskega proteina TolA (aminokisline 333–421, UniProt 
P19934) [101] (TolA-PFOD4) na membrane s holesterolom. Podobno sliko so objavili 
Subczynski in sod. [102] za mešanico lipidov DMPC : holesterol. Ob začetku dodajanja 
holesterola se fosfatidilholinski membrani poveča debelina dvosloja, ko pa delež 
holesterola v membrani preseže 30 mol %, se membrana zaradi interdigitacije acilnih verig 
fosfatidilholina stanjša, in posledično postane holesterol dostopen za interakcije s CDC 
[47, 50, 59]. Prav 30 mol % je pražna vrednost za vezavo CDC na membrane [12, 46, 47], 
PFO pa za vezavo na membrano iz POPC in holesterola potrebuje približno 45 mol % 
holesterola [47]. Na podlagi objavljenih podatkov za lipidne mešanice holesterola in 
drugih fosfatidilholinov [87–90, 102] domnevamo, da pri takšnem mol % holesterola 




Slika 5. Shematska predstavitev preurejanja površine membrane SUV v odvisnosti od mol % holesterola v 
membrani. Nad shematskimi risbami, ki prikazujejo lipidne faze, tanjšanje membrane, holesterolne domene 
in holesterolne kristale, je napisan odstotek holesterola, pri čemer preostali del membranskih lipidov 
predstavlja POPC. V zunanji membrani je prikazanih približno 55 mol %, v notranji pa približno 45 mol % 
membranskih lipidov, kot naj bi bilo to pri 40-nanometrskih SUV [95]. Prikazano je stanjšanje membrane 
pri mol % holesterola nad 30 mol % celokupnih membranskih lipidov, kar poveča dostopnost holesterola za 
interakcije s CDC. Pod shematskimi risbami so napisana stanja, ki jih zaznamo v membrani pri temperaturi 
22 °C in pri določenih vsebnostih holesterola. L: tekoča neurejena faza, Lo: tekoča urejena faza. V območju 
10–45 mol % holesterola v membrani POPC : holesterol sočasno obstajata tekoča urejena in neurejena faza. 
Med približno 45 in 50 mol % holesterola se začnejo pojavljati skupki dveh ali več molekul holesterola, t. i. 
holesterolne domene. Ko je v lipidni mešanici preseženih 50 mol % holesterola, se ta ne vgradi popolnoma 





1.3 Racionalno načrtovan protein z ankirinskimi ponovitvami (DARPin) 
V testih, kjer je potrebna velika selektivnost in afiniteta do različnih antigenov (npr. 
encimskoimunski testi, pretočna citometrija, imunohistokemija in proteinski čipi), se še 
vedno največ uporabljajo protitelesa [104, 105] in ogrodja, ki temeljijo na 
imunoglobulinski zgradbi (fragmenti protiteles, kamelidna protitelesa [106], protitelesa rib 
hrustančnic [107] in njihove izpeljanke), vendar vse bolj uporabne postajajo tudi druge 
oblike vezavnih ogrodij, ki imajo podobne lastnosti kot protitelesa, npr. proteini s 
ponovitvami, antikalini [108], »affibody« molekule [109], adnektini [110] itd. Zaradi 
potencialne terapevtske uporabe se to področje hitro razvija [111]. Razlog za iskanje 
alternativnih vezavnih molekul je zaobiti omejitve, ki jih predstavljajo protitelesa, 
predvsem njihovo kompleksnost, saj so sestavljena iz več domen, glikozilirana in za 
pravilno delovanje potrebujejo disulfidne vezi, zaradi česar je njihova proizvodnja 
zahtevna in draga [112, 113]. Po meri pripravljeni vezavni proteini imajo lahko različnim 
možnostim uporabe prilagojeno vezavno afiniteto in selektivnost do raznovrstnih bioloških 
makromolekul (proteini, komponente membrane, nukleinske kisline). Zaradi njihove 
velike prilagodljivosti jih lahko uporabimo za uravnavanje aktivnosti ključnih bolezenskih 
dejavnikov (npr. bakterijskih toksinov), kot dostavni sistem, za selektivno označevanje 
molekul, kartiranje epitopov, orientirano vezavo drugih molekul pri biosenzorjih, kot 
kristalizacijske šaperone itd. Proteini s ponovitvami so poleg imunoglobulinskih ogrodij 
najobsežnejša skupina proteinov z veliko vezavno sposobnostjo [114]. Sestavljeni so iz 
poljubnega števila modulov, ki naloženi drug na drugega tvorijo rigiden protein. Načini 
sestavljanja modulov so različni, a gre znotraj ene družine proteinov s ponovitvami za 
uporabo modulov s skoraj enako tridimenzionalno zgradbo, vendar z različnimi ploskvami 
za specifično vezavo tarč [115, 116]. Najpogostejše ponovitve so ankirinske, WD 
(beta-transducinske), z levcinom bogate in tetratrikopeptidne. Lastnost te skupine 
proteinov je modularna velikost vezavne površine, ki omogoča prileganje vezavnim 
partnerjem [114]. V primerjavi s protitelesi je pri proteinih s ponovitvami tako možna še 
dodatna dimenzija povečanja raznolikosti − povečanje ali zmanjšanje števila peptidnih 
ponovitev in s tem spreminjanje velikosti interakcijske površine [113]. Proteini s 
ponovitvami so še toliko bolj zanimivi, ker se pogosto pojavljajo v naravi, kjer lahko 
vplivajo na rastlinske gene, odgovorne za odpornost proti škodljivcem [117], predstavljajo 
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različne komponente vretenčarskega prirojenega imunskega sistema [118, 119] ali pa 
pridobljenega imunskega sistema piškurjev [120]. Imajo obsežno interakcijsko ploskev za 
tesno prileganje oz. močno vezavo. Vezavna površina je toga, kar omogoča močno vezavo 
na tarčne proteine, moduli vezavne ploskve pa so individualno zamenljivi in zmožni 
spreminjanja z zorenjem afinitete. Ti proteini načeloma ne vsebujejo cisteinov oz. ne 
tvorijo disulfidnih vezi, kar omogoča enostavno izražanje v bakterijski citoplazmi in 
ohranja možnost kasnejšega vstavljanja cisteinov z namenom usmerjenega spajanja z 
zdravili, fluorescenčnimi oznakami, polietilen glikoli in drugimi [116]. 
Kot proteinsko ogrodje za močno in specifično vezavo na CDC smo izbrali 
racionalno načrtovan protein z ankirinskimi ponovitvami − DARPin (ang. designed 
ankyrin repeat protein). DARPin-i so proteini človeškega izvora. Ena modularna 
ponovitev je običajno dolga 33 aminokislinskih ostankov in oblikovana v en -obrat, ki 
mu sledita dve nasprotno orientirani -vijačnici [121]. Knjižnice DARPin-ov so 
pripravljene z naključnim spreminjanjem elementov sekundarne zgradbe molekule, 
najpogosteje sedmih aminokislinskih ostankov na modul, in sicer na -obratu in prvi od 
dveh -vijačnic (slika 14, str. 59) [121]. Prva komponenta je ankirinski ponavljajoči se 
modul oz. ankirinska ponovitev, sintezno načrtovana na podlagi ohranjenega zaporedja po 
poravnavi različnih naravnih proteinov z ankirinskimi ponovitvami, pri čemer se 
izogibamo vgrajevanju cisteinov, da ne pride do nastanka disulfidnih vezi, ter glicinu, 
serinu in prolinu, ki so strukturno neugodne aminokisline. Takšna ankirinska ponovitev 
zagotavlja izjemno stabilno ogrodje. Ankirinske ponovitve so potem v DARPin-ih 
povezane skupaj in s pomočjo druge komponente, krovnih ponovitev na N- in C-koncu, 
tvorijo zaprto hidrofobno sredico (slika 6). DARPin-i v nasprotju z globularnimi proteini 
niso stabilizirani z interakcijami med aminokislinskimi ostanki, ki so si v primarni zgradbi 
zelo oddaljeni, temveč z interakcijami znotraj ene ponovitve ter med sosednjimi 
ponovitvami [122]. Običajno gre pri DARPin-ih za dve do šest modularnih ankirinskih 
ponovitev (v našem primeru tri), zaprtih z dvema krovnima ponovitvama, kar pomeni, da 
ti proteini vsebujejo 130–190 aminokislinskih ostankov oz. so veliki 10–30 kDa. S 
spreminjanjem števila ponovitev lahko prilagajamo velikost interakcijske površine 
neposredno po meri tarče [114]. Poleg te zanimive inženirske lastnosti proteinov s 





načrtovanja multivalentnih ali multispecifičnih molekul, značilen pa je tudi izjemno velik 
izkupiček (eden izmed največjih znanih) pri izražanju v E. coli [109]. Znane tarče 
DARPin-ov obsegajo številne encime, receptorje, virusne proteine itd. [123], več DARPin-




Slika 6. Shematska predstavitev racionalno načrtovanih proteinov z ankirinskimi ponovitvami (DARPin-ov). 
Slika je prirejena po Forrer in sod., 2003 [114]; n, število kopij načrtovane modularne ankirinske ponovitve, 
je 1–29, običajno 2–6. 
 
1.4 Usmerjena evolucija 
Proteinske lastnosti kot so afiniteta, selektivnost, specifičnost, stabilnost in aktivnost 
lahko spreminjamo z naključnim spreminjanjem kombinatorične knjižnice ali z 
racionalnim pristopom. Pri slednjem uporabljamo različne načine: kemijsko oz. encimsko 
spreminjanje proteinov (selektivno spreminjanje aminokislin, ki se od ostalih jasno 
razlikujejo po kompoziciji atomov in po kemijskih lastnostih, kar omogoča usmerjeno 
dodajanje skupin s posebnimi vlogami kot so biotin, polietilen glikol in fluorofori), genske 
fuzije in delecije (najpogosteje jih uporabljamo za detekcijo, čiščenje ali povečanje 
topnosti proteina, npr. heksahistidin, Flag in Strep oznake, glutation S-transferaza, 
maltoza-vezavni protein, protein NusA [128], pa tudi za povečanje avidnosti vezave, 
podaljšanje razpolovnega časa v serumu, za pridobitev dodatne vloge itd.), mestno 
specifična mutageneza in načrtovanje proteina de novo (in silico) [129]. Zaželene 
značilnosti proteinskih ogrodij so dobra topnost, termodinamska in kemijska stabilnost, 
pravilno zvitje v monomerni obliki, omogočanje spreminjanja razmeroma velikega števila 
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aminokislinskih ostankov ob ohranjanju nespremenjene tridimenzionalne zgradbe, oblika 
enojne polipeptidne verige, uspešno izražanje v bakterijah, delovanje brez disulfidnih vezi 
in človeški izvor. Ključna je primernost zank in ploskev, ki oblikujejo vezavno mesto za 
antigen in omogočajo izolacijo vezavnih partnerjev z veliko afiniteto in/ali specifičnostjo 
[109, 129]. Inženirsko spreminjanje vezavnih ogrodij proteinov v grobem poteka tako da 
vzamemo obstoječi naraven protein, ki ga na genski ravni modificiramo, npr. naključnemu 
vgrajevanju podvržemo aminokislinske ostanke na površini proteina, da dobimo 
kombinatorično knjižnico za selekcijo vezavnih proteinov z novimi vezavnimi lastnostmi, 
ki jih nato izberemo s proteinskim selekcijskim oz. predstavitvenim sistemom. Pri teh 
sistemih gre za sklopitev fenotipa (protein) in genotipa (odgovarjajoča nukleinska kislina), 
ki jo dosežemo npr. s predstavitvijo proteinskih vezavnih ogrodij na površini celic ali 
virusov (npr. filamentoznih bakteriofagov – t. i. predstavitev na fagu) ali z izražanjem v od 
celice neodvisnem sistemu (in vitro) – predstavitev na ribosomih, na mRNA ali na veziklih 
(emulzija vode v olju) [113]. Ostale, manj pogosto uporabljene selekcijske tehnologije, so 
še prikaz na površini kvasovk [130], flagelinski prikazni sistem, ki je bil uspešno 
uporabljen na primeru tioredoksina kot ogrodnega proteina [131] ter T7 fagni prikaz, 
različne oblike DNA prikazov in druge metode, ki pa še niso bile uporabljene v povezavi 
s selekcijo iz kompleksnih knjižnic [113]. Izbor primerne selekcijske tehnologije je 
odvisen od različnih parametrov, predvsem od želene raznolikosti knjižnice, lastnosti 
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2. NAMEN DELA IN HIPOTEZI 
Tehnika predstavitve na ribosomih je učinkovit način za pridobivanje proteinskih 
vezavnih partnerjev za različne tarčne molekule. Da bi podrobneje razumeli biokemijske 
značilnosti in mehanizem nastanka pore CDC, smo želeli s to tehniko pridobiti proteinske 
ligande, ki bi bili uporabni za označevanje ali spreminjanje aktivnosti izbranih CDC. 
Postavili smo hipotezo, da se izbrani majhni proteinski fragmenti, ki jih je možno 
učinkovito pripraviti s tehniko predstavitve na ribosomih, vežejo na CDC in 
spremenijo njihovo aktivnost.  
Poleg tega smo želeli tehniko izpeljati še na nekonvencionalen način, in sicer za 
usmerjeno evolucijo vezavne domene za holesterol, ter ovrednotiti primernost te tehnike 
za proučevanje interakcij proteinov z lipidi. CDC se na membrano vežejo z veliko afiniteto 
(nanomolarna ravnotežna konstanta disociacije) [132] in z enako afiniteto naj bi se po 
podatkih iz literature vezala tudi sama četrta domena CDC [63]. S hipotezo v sklopu 
drugega dela doktorske disertacije smo predpostavili, da s spreminjanjem vezavnih mest 
za holesterol v četrti domeni od holesterola odvisnih citolizinov lahko spremenimo 
selektivnost CDC do holesterola. S predstavitvijo četrte domene PFO na ribosomih smo 
želeli določiti aminokislinske ostanke, odgovorne za specifično vezavo na holesterol, ter 
preveriti, ali bi se dalo takšno domeno uporabiti kot proteinsko ogrodje za nadaljnjo 
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3. MATERIAL IN METODE 
3.1 Material 
3.1.1 Plazmidni vektorji 
Za predstavitev na ribosomih smo uporabili plazmidni vektor pRDV (laboratorij 
prof. dr. Andreasa Plückthuna, Oddelek za biokemijo, Univerza v Zürichu, Švica) [133]. 
Vektor je vseboval odpornost na ampicilin. Za izražanje DARPin-ov in Y406A smo 
uporabili plazmidni vektor pProEX HTb, ki je prav tako vseboval odpornost na ampicilin. 
Konstrukt vektorja z LLO in heksahistidinsko oznako na N-koncu je bil predhodno 
pripravljen na Odseku za molekularno biologijo in nanobiotehnologijo (Kemijski inštitut, 
Slovenija). Plazmidni vektor za izražanje TolA-PFOD4 pHT (Odsek za molekularno 
biologijo in nanobiotehnologijo, Kemijski inštitut, Slovenija) je vseboval odpornost na 
ampicilin in kloramfenikol. Pripravljen je bil s predhodnim vstavljanjem gena za tretjo 
domeno periplazemskega proteina TolA, nato pa smo na njegov 3' konec vstavljali želeno 
različico PFOD4 (Šakanović in sod., članek v pripravi). 
 
3.1.2 Bakterijski sevi 
Pri delu smo uporabljali različne bakterijske seve E. coli. Za pripravo ribosomskega 
ekstrakta 30 S smo uporabili E. coli MRE600 (Laboratorij prof. dr. Andreasa Plückthuna, 
Oddelek za biokemijo, Univerza v Zürichu, Švica) [133]. Za pridobivanje plazmidne DNA 
smo uporabili kemijsko kompetentne celice E. coli DH5 (zbirka sevov Odseka za 
molekularno biologijo in nanobiotehnologijo, Kemijski inštitut, Slovenija). Za 
pridobivanje proteinov pa smo uporabili kemijsko kompetentne celice E. coli BL21 (DE3) 
in E. coli BL21 (DE3) pLysS (oba iz zbirke bakterijskih sevov Odseka za molekularno 
biologijo in nanobiotehnologijo, Kemijski inštitut, Slovenija). 
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3.1.3 Genske knjižnice 
Gensko knjižnico scFv je na Odseku za molekularno biologijo in nanobiotehnologijo 
zasnovala dr. Ana Lenassi Zupan (Kemijski inštitut, Slovenija), sintetizirali so jo pri 
podjetju GenScript, ZDA. Genski knjižnici DARPin in PFOD4 so po naši zasnovi 
sintetizirali pri podjetju Eurofins Genomics, Nemčija. 
 
3.1.4 Rekombinantni proteini 
Proteini listeriolizin O (LLO), perfringolizin O (PFO), ter različice PFO Y381A, 
PFO 14 in PFO 38 so bili pripravljeni na Odseku za molekularno biologijo in 
nanobiotehnologijo (Kemijski inštitut, Slovenija). Ostale proteine, ki so opisani v tem delu, 
smo pripravili v sklopu doktorske disertacije. 
 
3.1.5 Kemikalije 
Agar (Calbiochem, ZDA), ATP (Sigma, ZDA), aminokisline (Sigma, ZDA), 
ampicilin (Sigma, ZDA), Bacto tripton (BD Biosciences, ZDA), Bacto ekstrakt 
kvasovk (BD Biosciences, ZDA), barvilo za DNA Gel Loading Dye Purple (6) (New 
England Biolabs, ZDA), barvilo za proteine NuPAGE LDS Sample Buffer 4 
(Invitrogen, ZDA), barvilo SimplyBlue SafeStain, (Invitrogen, ZDA), biotin EZ-Link 
Sulfo-NHS-LC-Biotin (Thermo Fisher Scientific, ZDA), biotiniliran fosfatidil etanolamin 
(bPE) (Avanti Polar lipids, ZDA), BSA (Serva, Nemčija, in Sigma, ZDA), cAMP (Sigma, 
ZDA), deoksinukleotidi – mešanica (Thermo Fisher Scientific, ZDA), dietil pirokarbonat 
(DEPC) (Sigma, ZDA), DNA ligacijski pufer T4 (Thermo Fisher Scientific, ZDA), DNA 
ligaza T4 DNA Ligase (Thermo Fisher Scientific, ZDA),  CTP (Thermo Fisher Scientific, 
ZDA), DMSO (Sigma, ZDA), DNA polimeraza KOD (Merck Millipore, ZDA), DNaza I 
(Thermo Fisher Scientific, ZDA), DTT (Sigma, ZDA), EDTA (Sigma, ZDA), 
elektroforezni pufer NuPAGE MES SDS Running Buffer (Invitrogen, ZDA), folinska 
kislina (Sigma, ZDA), fosfoenolpiruvat (Santa Cruz Biotechnology, ZDA), gvanidinijev 
tiocianat (Sigma, ZDA), GTP (Sigma, ZDA), heparin (Sigma, ZDA), Hepes (Sigma, 
ZDA), holesterol (Avanti Polar Lipids, ZDA), imidazol (Sigma, ZDA), IPTG (Gold 
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Biotechnology), K glutamat (Sigma, ZDA), kanamicin (Gold Biotechnology, ZDA), 
KH2PO4 (Merck, Nemčija), K2HPO4 (Merck, Nemčija), K fosfat (Sigma, ZDA), LiCl 
(Merck, Nemčija), LiKAcPO4 (Sigma, ZDA), MES (Sigma, ZDA), Mg acetat (Sigma, 
ZDA), metanol (Merck, Nemčija), molekulski standard za DNA  DNA-HindIII Digest 
(New England Biolabs, ZDA), molekulski standard za DNA GeneRuler (Thermo Fisher 
Scientific, ZDA), Na acetat (Sigma, ZDA), NaCl (Merck, Nemčija), NeutrAvidin (Thermo 
Fisher Scientific, ZDA), nitrocefin (Calbiochem, ZDA), nukleotidi (Fermentas, ZDA), 
ocetna kislina (Sigma, ZDA), piruvat kinaza (Sigma, ZDA), polietilen glikol 8000 (Sigma, 
ZDA), POPC (Avanti Polar Lipids, ZDA), proteinski molekulski standard Novex Sharp 
Pre-Stained Protein Standard (Thermo Fisher Scientific, ZDA), restrikcijski encimi (New 
England Biolabs, ZDA), restrikcijski pufer CutSmart (New England Biolabs, ZDA), 
reverzna transkriptaza AffinityScript (Agilent, ZDA), reverzna transkriptaza (komplet 
SSIII) (Invitrogen, ZDA), RNA polimeraza T7 in pufer (Fermentas, ZDA), ribonukleazna 
zaviralca RiboLock in RNase out (Thermo Fisher Scientific, ZDA), spermidin (Sigma, 
ZDA), surfaktant P-20 (GE Healthcare, Biacore AB, Švedska), tiamin (Sigma, ZDA), 
Triton X-100 (Sigma, ZDA), Trizma Base (Sigma, ZDA), tRNA (Sigma, ZDA), Tween-
20 (Merck Roche, ZDA), UTP (Thermo Fisher Scientific, ZDA), 2-merkaptoetanol 
(Sigma, ZDA). 
 
3.1.6 Sestava pufrov in gojišč 
Za pripravo bakterijskih gojišč smo uporabljali deionizirano vodo, za pufre za 
splošno uporabo MQ (deionizirana in filtrirana voda), za raztopine, ki so prišle v stik z 
RNA, pa DEPC vodo. Pufre in raztopine smo vedno filtrirali skozi filtre z 
0,22-mikrometrskimi porami. Pufre za merjenje interakcij smo pred uporabo odzračili z 




 0,05 % dietil pirokarbonat (DEPC) 




 Material in metode 
20 
 
Gojišče 30 S: 
 5,6 g KH2PO4 
 28,9 g K2HPO4 
 10 g ekstrakta kvasovk 
 15 mg tiamina 
 voda do 940 ml 
 avtoklaviranje; potem dodana še sterilno filtrirana 
 50 ml 40 % glukoza (w : v) in 
 10 ml 0,1 M Mg acetat 
  
Pufer 30 S: 
 10 mM Tris acetat 
 14 mM Mg acetat 
 60 mM K acetat 
  
BSA (10 %): 
 10 g BSA 
 voda do 100 ml 
  
Gojišče LB: 
 10 g Bacto tripton 
 5 g Bacto izvleček kvasovk 
 10 g NaCl 
 voda do 1 l 
 Avtoklavirano 20 min pri 120 °C. 
  
Tris acetat: 
 2 M Trizma-base 
 pH uravnan na 7,4 z ledocetno kislino 
  
Tris-HCl: 
 2 M Trizma-base 
 pH uravnan na 7,4 s HCl 
  
TBS: 
 10 mM Tris acetat ali Tris-HCl (odvisno od namena uporabe) 
 150 mM NaCl 
 pH 7,4 pri 4 °C 
  
TBST: 
 10 mM Tris acetat ali Tris-HCl (odvisno od namena uporabe) 
 150 mM NaCl 
 0,05 % Tween-20 
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 3 M Mg(OAc)2 
 pH 7,4 pri 4 °C 
  
Nitrocefinski pufer: 
 50 g/ml nitrocefina 
 0,5 % DMSO 
 45 mM K2HPO4, pH 7,0 
 1 mM EDTA 
  
Premix A (napisane končne koncentracije komponent, ki veljajo po redčenju v 
translacijski reakciji): 
 50 mM Tris acetat 
 3,6 M začetni oligonukleotid anti-ssrA 
 0,35 mM mešanica aminokislin (brez metionina) 
 2 mM ATP 
 0,5 mM GTP 
 1 mM cAMP 
 30 mM LiKAcPO4 
 0,5 mg/ml tRNA 
 0,02 mg/ml folinska kislina 
  
Premix Z (napisane končne koncentracije komponent, ki veljajo po redčenju v 
translacijski reakciji): 
 premix A 
 12,3 mM Mg acetat 
 200 mM K glutamat 
 2,4 % polietilen glikol 8000 
  
Pufer za selekcijo: 
 50 mM Tris acetat 
 150 mM NaCl 
 50 mM Mg acetat 
 0,05 % Tween-20 (samo pri scFv in DARPin-ih; pri TolA-PFOD4 v pufrih ni bilo 
detergentov) 
 0,1 % BSA 
 pH 7,4 pri 4 °C 
  
Pufer za blokado pred selekcijo: 
 50 mM Tris acetat 
 150 mM NaCl 
 50 mM Mg acetat 
 0,05 % Tween-20 (samo pri predstavitvi na ribosomih s scFv in DARPin-i; pri 
TolA-PFOD4 v pufrih ni bilo detergentov) 
 0,5 % BSA 
 pH 7,4 pri 4 °C 
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Pufer za spiranje skupkov PRM: 
 50 mM Tris acetat 
 150 mM NaCl 
 50 mM Mg acetat 
 0,1 % BSA 
 pH 7,4 pri 4 °C 
  
Elucijski pufer: 
 50 mM Tris acetat 
 150 mM NaCl 
 25 mM EDTA 
 pH 7,4 pri 4 °C 
  
Lizni pufer: 
 50 mM Tris-HCl, pH 8,0 
 150 mM NaCl 
 1 mM DTT 
 pH 7,4 pri 4 °C umerjen s HCl 
  
Alseverjev konzervans 
 114 mM dekstroza 
 72 mM NaCl 
 27 mM Na citrat 
 3 mM citronska kislina 
  
Pufer za vezikle – kisli: 
 20 mM MES 
 150 mM NaCl 
 pH 5,7 
  
Pufer za vezikle – nevtralni: 
 20 mM Tris 
 150 mM NaCl 
 pH 7,4 
  
Pufer za vezikle s kalceinom: 
 10 mM Hepes 
 150 mM NaCl 
 1 mM EDTA 
 pH 8,0 ali 6,5 
  
Pufer za SPR: 
 50 mM Tris-Ac 
 150 mM NaCl 
 0,5 % BSA 
 pH 7,4 pri 22 °C, odzračeno 
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Pufer za ITC: 
 22 mM MES 
 150 mM NaCl 
 5 mM 2-merkaptoetanol 
 pH 5,7, odzračeno 
  
Reakcijska mešanica za in vitro sklopljeno transkripcijo in translacijo za produkcijo 
PFOD4 (sestava prirejena po Kigawa, 2010 [134], napisane so končne koncentracije 
komponent, ki veljajo po redčenju v sklopljeni reakciji transkripcije in translacije): 
 50 mM Tris acetat, pH 7,4 pri 4 °C 
 0,17 mg/ml tRNA (E. coli) 
 4,6 % trehaloza 
 200 mM K glutamat 
 2,26 mM DTT 
 1,2 mM ATP, pH 7,0 
 0,87 mM GTP, pH 7,0 
 0,87 mM CTP, pH 7,0 
 0,87 mM UTP, pH 7,0 
 34 g/ml folinska kislina 
 0,64 mM cAMP 
 27,6 mM NH4 acetat 
 1 mM mešanica aminokislin s 17,5 mM DTT 
 81 mM LiKAcPO4 
 12,3 mM Mg acetat 
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3.2.1 Predstavitev na ribosomih 
Tehnika predstavitve na ribosomih (slika 7) izmed vseh in vitro selekcijskih 
pristopov omogoča največjo raznovrstnost molekul (do 1013 različic DNA), najlažji dostop 
do genetske informacije in je zelo prilagodljiva za različne možnosti uporabe [121, 133]. 
Celotna reakcija poteka v brezceličnem sistemu, zato ni omejitev, ki jih predstavlja stopnja 
transformiranja gostiteljskih celic. Povezava genotipa in fenotipa pri predstavitvi na 
ribosomih je zagotovljena s kratko translacijsko reakcijo, ki jo hipno ustavimo z ohladitvijo 
in dodatkom velike koncentracije magnezija, kar stabilizira skupke, sestavljene iz 
nastajajočega proteina, ribosoma in mRNA (skupki PRM). Te skupke nato vežemo na 
izbran tarčni protein, pritrjen na trden nosilec ali podlago, npr. mikrotitrsko ploščo. Z 
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različno intenzivnim spiranjem izvajamo selekcijski pritisk. Vezane skupke PRM nato 
eluiramo z dodatkom EDTA, očistimo mRNA, jo obratno prepišemo v cDNA, to pa 
pomnožimo s PCR [135]. Za izbor vezavnih partnerjev, ki se na tarčo vežejo specifično, je 
potrebno opisani postopek ponoviti štirikrat do dvajsetkrat, odvisno od proteinskega 
fragmenta, ki nam služi kot ogrodje. 
 
 
Slika 7. Shematski prikaz tehnike predstavitve na ribosomih. Prikazan je plazmidni vektor pRDV za tehniko 
predstavitve na ribosomih, v katerega vstavimo gensko knjižnico, nato pa je s puščicami označen nadaljnji 
postopek selekcije. Za učinkovito obogatitev vezavnih ogrodij z veliko afiniteto in specifičnostjo je potrebno 
opraviti več takšnih krogov selekcije. Pri našem delu smo z enoverižnim konstruktom variabilnega dela 
protiteles (scFv) in proteinskim ogrodjem, načrtovanim na podlagi proteinov z ankirinskimi ponovitvami 
(DARPin) opravili šest krogov selekcije na listeriolizin O (LLO), pritrjen na podlago, s proteinskim 
ogrodjem četrte domene perfringolizina O (PFOD4) pa štiri kroge selekcije na membrane majhnih enoslojnih 
veziklov (SUV), sestavljenih iz POPC in holesterola (1 : 1, mol : mol). RBS: mesto za vezavo na ribosom; 
mRNA: informacijska ribonukleinska kislina; DARPin: racionalno načrtovan protein z ankirinskimi 
ponovitvami; PFOD4: četrta domena perfringolizina O; LLO: listeriolizin O; skupek PRM: skupek proteina, 
ribosoma in mRNA; EDTA: etilendiamintetraocetna kislina; cDNA: komplementarna deoksiribonukleinska 
kislina; RNA: ribonukleinska kislina. 
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3.2.1.1 Priprava sistema za translacijo 30 S 
Kot translacijski sistem pri proizvodnji proteinov in vitro smo uporabili ekstrakt 30 S 
E. coli. To je bakterijski celični izvleček, ki vsebuje ribosome in translacijske dejavnike za 
in vitro translacijo proteinov. Pri pripravi smo sledili osnovnim načelom objavljenih 
protokolov [136–139]. Ker največjo oviro pri in vitro sistemu za translacijo proteinov 
predstavljajo v zraku in na površinah prisotne ribonukleaze, ki lahko hitro razgradijo RNA 
v sistemu, smo za izolacijo translacijskega sistema uporabili bakterijski sev 
E. coli MRE600 [133], ki ne vsebuje ribonukleaze I [140]. 80 l na ledu odtaljene kulture 
smo prenesli v 5 ml gojišča 30 S in stresali 3 h pri 37 °C in 180 obratov/min. Predkulturo 
smo nato nacepili v 100 ml gojišča in stresali pri 37 °C 14 h. 3-krat 10 ml prekonočne 
kulture smo prenesli v 3-krat 1 l gojišča in stresali pri 230 obratov/min in 37 °C do 
OD550 = 1–1,2. V izogib okužbi z ribonukleazami smo od tu dalje z vzorcem rokovali 
striktno na ledu ter z materialom in pripomočki, ki so bili certificirano brez RNAaz. 
Bakterijsko kulturo smo ohladili in centrifugirali 20 min pri 4° C in 3500  g. Usedlino 
smo trikrat sprali s 50 ml ledeno hladnega pufra 30 S/1 l kulture, resuspendirali z 
nasajevalnimi kroglicami in zamrznili v tekočem N2 ter hranili največ dva dneva pri –
80 °C. Usedlino smo odtalili na ledu in resuspendirali v 50 ml ledeno hladnega pufra 30 S, 
centrifugirali 15 min pri 4 °C in 3570  g in usedlino resuspendirali v 30 S pufru (4 ml 
pufra/1 g usedline). Celice smo lizirali z 1 pasažo pri ~17 000  na Frenchevi preši, 
centrifugirali 35 min pri 26054  g pri 4 °C, odstranili tanko zgornjo plast (lipidi), prenesli 
supernatant v svežo centrifugirko ter ponovno centrifugirali. Tik pred uporabo smo 
pripravili preinkubacijsko mešanico z 0,75 mM Tris acetatom, 21,3 mM Mg acetatom, 
75 M mešanico aminokislin, 6 mM ATP, 5 U/nl piruvat kinaze, 105 mM 
fosfoenolpiruvatom in DEPC vodo. Na 6,5 ml bistrega supernatanta smo dodali 1 ml 
preinkubacijske mešanice in počasi stresali 1 h v temi pri 25 °C. V tem času naj bi se vsa 
endogena mRNA prepisala, celične nukleaze razgradile mRNA in DNA, polisomi in 
ribosomi pa disociirali na podenote 30 S in 50 S [141]. Ekstrakt 30 S smo dializirali z 
dializno kaseto, ki prepušča molekule, manjše od 6–8 kDa dvakrat po 1,5 h proti 
100-kratnem volumnu pufra 30 S pri 4 °C. Ekstrakt 30 S smo centrifugirali 10 min pri 
6000  g in 4 °C, supernatant razporedili po manjših volumnih v mikrocentrifugirke, na 
hitro zamrznili v tekočem dušiku ter shranili pri –80 °C. 
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3.2.1.2 Priprava genskih knjižnic 
Enoverižni konstrukt variabilnega dela protiteles 
Genska knjižnica enoverižnih konstruktov variabilnega dela protiteles (scFv) je bila 
zasnovana na podlagi ohranjenih zaporedij variabilne težke verige VH3 in variabilne lahke 
verige VL3 po zgledu objavljene literature [142]. Genska knjižnica je vsebovala osem 
mest za naključno vgrajevanje kodonov, s čimer je bila njena teoretična raznolikost 1011. 
Shematska predstavitev in nukleotidno zaporedje te 782 baznih parov dolge knjižnice se 
nahajata v poglavju Dodatek. 
Racionalno načrtovani proteini z ankirinskimi ponovitvami 
Gensko knjižnico za racionalno načrtovane proteine z ankirinskimi ponovitvami 
(DARPin-e) so predstavljale 523 baznih parov dolge molekule DNA z veliko 
raznolikostjo. Raznolikost je bila zaradi velikega števila mest za naključno vgrajevanje 
kodonov prevelika, da bi jo lahko pokrili s sintetizirano knjižnico in predstavitvijo na 
ribosomih, zato je bila dejanska teoretična raznolikost približno 1013 različnih molekul, kar 
je omejitev tehnike predstavitve na ribosomih. DARPin-i so bili sestavljeni iz treh enakih 
modularnih ankirinskih ponovitev z dodanima krovnima moduloma na 3' in 5' koncu. Na 
podlagi ohranjenih aminokislin znanih človeških proteinov z ankirinskimi ponovitvami 
[114, 121] smo knjižnico zasnovali tako, da je kodirala proteine, ki so na izbranih dvajsetih 
mestih na robu -ploskve in vzdolž izpostavljene površine prve -vijačnice v vsakem 
izmed notranjih treh modulov DARPin-ov vsebovali naključno vgrajene aminokisline 
[121, 123, 143, 144]. To smo naredili tako, da smo na osemnajst mest (59, 61, 62, 64, 72, 
73, 92, 94, 95, 97, 105, 106, 125, 128, 129, 130, 138 in 139, gledano pri končni obliki 
proteina) vgradili nukleotide NNK (N – katerikoli nukleotid; K – keto-nukleotid), na dve 
mesti (85 in 118, ki se nahajata na prevojih −vijačnic) pa NAC, ki ne kodirata aminokislin 
prolin in glicin, ki sta strukturno neugodni aminokislini (slika 6 v poglavju Uvod, str. 12, 
in slika 14 v poglavju Rezultati, str. 59). Z izbiro kodonov NNK smo zagotovili zajem vseh 
naravnih aminokislin, zmanjšali pogostost vgraditve stop kodona (izmed treh v naravi 
prisotnih stop kodonov NNK kodira le stop kodon Amber), ter zmanjšali napako oz. 
odstopanje od naravne zastopanosti aminokislin (ang. codon bias) z 1 : 6, kot bi bilo pri 
izbiri kodonov NNN, na 1 : 3. Kodon NAC kodira aminokisline tirozin, histidin in 
asparagin, ki se glede na ohranjeno zaporedje enako pogosto pojavljajo na robu druge 
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-vijačnice, mestu, ki sicer predvidoma ni udeleženo pri vezavi (poleg navedenih pa sicer 
kodira tudi še aminokislino aspartat). Gensko knjižnico smo namnožili s PCR ter preverili 
njeno pravilnost in deloma raznolikost z določanjem nukleotidnega zaporedja 
štiriindvajsetih klonov. 
Četrta domena perfringolizina O 
Z namenom proučevanja specifičnosti vezave perfringolizina O (PFO) oz. četrte 
domene perfringolizina O (PFOD4) na membranski holesterol smo pripravili gensko 
knjižnico s sedmimi mesti za naključno vgrajevanje kodonov (NNK), primerno za 
selekcijo s tehniko predstavitve na ribosomih. Mesta za naključno vgrajevanje kodonov 
smo izbrali na predelih, za katere smo na podlagi primerjanja zaporedij med različnimi 
CDC (preglednica 1, str. 2), tridimenzionalne zgradbe PFO in objavljenih izsledkov iz 
literature pričakovali, da sodelujejo pri interakciji z membrano (preglednica 2 in slika 8). 
Ožji nabor je štel sedemnajst aminokislinskih ostankov, od katerih smo za pripravo 
knjižnice izbrali le sedem najbolj verjetnih mest, da bi hkrati zagotovili čim večjo 
raznolikost začetne genske knjižnice in njeno dejansko pokritost. Teoretična raznolikost 
knjižnice je bila 3,4  1010. Načrt genske knjižnice PFOD4 in aminokislinska zaporedja 
treh proučevanih različic PFOD4 s TolA in heksahistidinsko oznako so zapisana v 
poglavju Dodatek.  
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Preglednica 2. Aminokislinski ostanki v PFOD4, ki so potencialno udeleženi pri vezavi na membranski 
holesterol. V stolpcu 1 je označeno, v katerem predelu D4 se izbrani aminokislinski ostanki nahajajo. V 
stolpcu 2 so našteti aminokislinski ostanki, za katere domnevamo, da bi lahko bili udeleženi pri začetnem 
stiku PFO z membrano. Aminokislinski ostanki, ki smo jih v genski knjižnici PFOD4 spremenili v kodone 
NNK za naključno vgrajevanje kodonov, so označeni z barvami. V stolpcu 3 je napisana površina 
aminokislinskega ostanka, izpostavljena topilu [Å2], izračunana z orodjem Pymol [145] na podlagi 
tridimenzionalne zgradbe PFO (PDB ID 1PFO). V stolpcu 4 je opisana ohranjenost aminokislinskega ostanka 
med različnimi CDC, v stolpcu 5 pa so opisane posledice zamenjav aminokislinskih ostankov v druge 
aminokisline na podlagi objavljenih raziskav. 







H398 0 94 %  
A401 23,1 78 % 
Mutacija v D prepreči vezavo na holesterol [31], mutacija v C ne 
vpliva na vezavo na holesterol [35]. 
Y402 5,6 89 %  
V403 17,5 100 % 
Mutaciji v C [35] ali A [146] za vezavo potrebujeta malenkost večji 







A437 23,5 78 % 
Mutacije v zanki 3 ne motijo vezave na holesterol ali zmanjšajo 
potrebo po večjem mol % holesterola v membrani [32, 35, 36, 146]; 

















E458 1,5 89 % 
Ni prisoten pri intermedilizinu (edinemu CDC, ki za vezavo poleg 
holesterola potrebuje še specifičen receptor). 
C459 8,9 78 % 
Ni prisoten pri intermedilizinu; ni pomemben za vezavo, je pa za 
nastanek pore [13, 31], mutacija v A povzroči nižjo vezavno 
afiniteto za holesterol [34, 35], na spletni strani Orientation of 
proteins in membranes je prikazano, da se ta ostanek veže na 
holesterol [57]. 
T460 24,0 100 % 
Popolnoma ohranjen pri vseh CDC; mutacija v V močno zmanjša 
afiniteto do membrane [147]. 
L462 43,7 94 % Po vezavi sega v notranjost membranskega dvosloja [147, 148]. 
E465 30,8 89 %  
W466 50,8 78 % Ni prisoten pri intermedilizinu, usmerjen v drugo smer. 
R468 34,1 89 % 
Mutacija v A povzroči 50 % manjšo vezavo [42]; vse zamenjave 
povzročijo izgubo aktivnosti proteina [42], mutacija v A povzroči 







T489 22,0 94 %  
T490 16,6 94 % 
Predpostavljeno eden izmed dveh aminokislinskih ostankov, ki na 
PFO predstavljata motiv za prepoznavo holesterola [32]. 
L491 38,3 94 % 
Predpostavljeno eden izmed dveh aminokislinskih ostankov, ki na 
PFO predstavljata motiv za prepoznavo holesterola [32, 35]. 
Y492 50,2 72 %  
P493 8,9 94 %  
 




Slika 8. Tridimenzionalna zgradba PFOD4 z označenimi mesti za naključno vgrajevanje aminokislin. Slika 
je pripravljena na podlagi kristalografsko določene zgradbe perfringolizina O (PDB ID 1PFO), pri čemer je 
prikazana je samo četrta domena proteina, zgradba pa zasukana tako, da vidimo del, ki interagira z 
membrano. 
 
Genske knjižnice smo z uporabo restrikcijskih mest HindIII in NcoI molekulsko 
klonirali v vektor pRDV in s PCR pripravili fragmente DNA za selekcijo s predstavitvijo 
na ribosomih. Fragmenti so vsebovali promotor T7, mesto za vezavo na ribosom, 
nukleotidno zaporedje za zapis izbranega proteinskega ogrodja, ki se je brez stop kodona 
nadaljevalo v zaporedje tolA, ki je kodiralo nestrukturirano regijo periplazemskega 
proteina TolA (aminokisline 131–214, UniProt P19934) in je služilo kot distančnik z vlogo 
zadostnega odmika prevedenega proteina od ribosoma za omogočanje zvitja proteina in 
nemotene interakcije proteina s tarčno molekulo, ter nukleotide, ki na 5' in 3' koncu 
molekule RNA tvorijo stabilizirajoče zanke. Sledili sta reakciji in vitro transkripcije in 
translacije (v primeru scFv in DARPin-ov sta bili to ločeni reakciji, v primeru 
TolA-PFOD4 pa sklopljena reakcija) z optimiziranimi koncentracijami najbolj občutljivih 
komponent v reakcijski mešanici (Mg acetat, K glutamat in polietilen glikol 8000 ali 
trehaloza) na posamezen izolat translacijskega sistema 30 S. Sestavo reakcijskih mešanic 
za transkripcijo in translacijo smo pripravili na osnovi objavljenih protokolov [134, 139, 
143]. 
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3.2.1.3 Tehnike za molekulsko kloniranje v sklopu predstavitve na ribosomih in pridobivanja proteinov iz 
bakterijskih celic 
Verižne reakcije s polimerazo (PCR) 
Za PCR na gensko knjižnico ali ligacijsko zmes knjižnice in pRDV smo uporabljali 
polimerazo, ki pri pomnoževanju DNA dela manj napak, in omejili število podvojevalnih 
ciklov na 25, da ne bi izgubljali raznolikosti genskega materiala (preglednici 3 in 4). 




DEPC voda  
pufer Thermopol 10 1 
DMSO 5 % 
mešanica dNTP (2 mM)  200 M 
začetni oligonukleotid-for 1 M 
začetni oligonukleotid-rev 1 M 
DNA (ligacijska mešanica) 5 l 
polimeraza Vent (2 U/l) 0,02 U/l 
 
Preglednica 4. Program za PCR 
3 min 95 °C   
20 s 95 °C   
30 s 61 °C 25 ciklov 
30 s 72 °C  
10 min 72 °C   
Agarozna gelska elektroforeza 
Za analizo in čiščenje molekul DNA smo uporabili 0,8–1 % agarozno gelsko 
elektroforezo v pufru TBE z dodatkom 0,7 g/ml etidijevega bromida. Velikosti molekul 
smo ocenili s pomočjo molekulskega standarda  DNA, ki vsebuje DNA fragmente znanih 
velikosti (DNA bakteriofaga λ, razrezana z restrikcijskim encimom HindIII (New England 
Biolabs, ZDA)). Elektroforeza je potekala pri napetosti 100 V približno 45 min. Detekcijo 
smo izvedli z obsevanjem z ultravijoličnim spektrom svetlobe. 
Izolacija DNA iz agaroznega gela 
Kadar smo agarozno gelsko elektroforezo uporabili za čiščenje molekul DNA (po 
restrikcijah in po PCR), smo se poslužili kompletov QIAquick PCR Purification Kit 
(Qiagen, Nemčija) ali QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Nemčija) in sledili 
proizvajalčevim navodilom za uporabo. 
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Rezanje DNA z restriktazami 
Plazmidna DNA: 
DNA: 0,5 g 
10 pufer (CutSmart): 10 l 
restriktaza 1: 2 l (~ 40 enot) 
restriktaza 2: 2 l (~ 40 enot) 
voda do volumna 100 l 
Očiščen PCR pomnožek: 
DNA: 0,4 g 
10 pufer (CutSmart): 10 l 
restriktaza 1: 3 l (~ 60 enot) 
restriktaza 2: 3 l (~ 60 enot) 
voda do volumna 100 l 
Inkubacija 3 h pri 37 °C, inaktivacija encimov s segrevanjem 10 min pri 80 °C. 
Za kloniranje genskih knjižnic v vektor pRDV smo uporabljali kombinacijo 
restriktaz NcoI in HindIII, za kloniranje posameznih genov v vektor za izražanje proteinov 
pProEX HTb kombinacijo restriktaz BamHI in HindIII, ter za kloniranje genov D4 v 
vektor pHT kombinacijo restriktaz AvrII in MluI. 
Ligacija 
insert: 25 ng 
vektor: molarno razmerje vektor : insert = 1 : 5 ali 1 : 7 (glede na število baznih parov) 
pufer T4: 1 l 
ligaza T4: 0,5 l 
voda do volumna 10 l 
Inkubacija 45 min pri 22 °C, inaktivacija 5 min pri 70 °C. 
Transformacija za izolacijo plazmidne DNA 
Kompetentne celice DH5 (100 l) in plazmidno DNA smo odtalili na ledu, dodali 
5 l ligacijske mešanice, premešali in pustili 10 min na ledu. Izvedli smo toplotni šok z 
izpostavitvijo celic in ligacijske mešanice temperaturi 42 °C za 90 s in nato ohladili na 
ledu. Dodali smo 600 l tekočega gojišča LB brez antibiotikov in inkubirali 1 h pri 37 °C 
in 200 obratih/min. Bakterijsko kulturo smo s steklenim trikotnikom razmazali na tri 
plošče s trdnim gojiščem LB in antibiotikom glede na odpornost v vektorju (200 l, 100 l 
in samo obris). To smo inkubirali 16 h pri 37 °C, nato pa posamezne kolonije pobrali z 
zobotrebcem in jih prenesli v predhodno ogreto tekoče gojišče LB z dodanim antibiotikom. 
Bakterijske kulture smo inkubirali 16 h pri 37 °C s stresanjem (180 obratov/min). 
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Izolacija plazmidne DNA 
Plazmidno DNA smo izolirali s kompleti za izolacijo plazmidne DNA Plasmid Mini 
(Qiagen, Nemčija) in Monarch Plasmid Miniprep Kit (New England Biolabs, ZDA) po 
navodilih proizvajalcev. 
Določanje nukleotidnega zaporedja 
Po kloniranju smo uspešnost kloniranja in pravilnost želenega zaporedja preverjali z 
določanjem nukleotidnega zaporedja po Sangerju. 250–500 ng DNA smo dodali ustrezne 
začetne oligonukleotide (končna koncentracija 5 M), vodo ter jih poslali podjetju GATC 
Biotech (Nemčija), ki nam je nukleotidna zaporedja nato posredovalo po elektronski pošti. 
3.2.1.4 Sinteza proteinov in vitro 
Za in vitro sintezo proteinskih ogrodij v prvem delu (scFv in DARPin)  smo uporabili 
ločeno reakcijo transkripcije in translacije, pri čemer smo vmes mRNA očistili, ker smo 
na tak način lahko pripravili večjo količino proteinov. Za ogrodje, ki smo ga uporabljali v 
drugem delu (PFOD4), ta razlika ni bila tako očitna, zato smo protein iz DNA pripravili v 
sklopljeni reakciji in vitro transkripcije in translacije. 
In vitro transkripcija 
Za 50-mikrolitrsko reakcijo smo v okolju brez RNaz pri 22 °C pripravili mešanico, 
navedeno v preglednici 5. 
Preglednica 5. Priprava in vitro transkripcijske reakcije 
DEPC voda do končnega volumna 50 l 
10 pufer T7 1 
mešanica nukleotidtrifosfatov 7 mM 
DNA 11,25 ng/l 
 
Mešanico smo uravnotežili na višjo temperaturo s 5-minutnim segrevanjem pri 
34 °C, nato dodali 40 enot RNA polimeraze T7 (Fermentas – Thermo Fisher Scientific, 
ZDA). In vitro transkripcija je potekala 3 h pri 33 °C, vmes smo vsebino 
mikrocentrifugirke dvakrat rahlo pomešali. 
Takoj po transkripciji smo izvedli tretiranje z DNazo. Transkripcijski mešanici 
(50 l) smo dodali 4 l DNaze (Thermo Fisher Scientific, ZDA) in inkubirali 15 min pri 
37 °C. Duplikate smo združili in nadaljevali s čiščenjem RNA z LiCl. 
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Transkripcijski mešanici (100 l) smo dodali 100 l ledeno hladne DEPC vode in 
200 l ledeno hladnega LiCl (6 M), intenzivno premešali ter inkubirali 30 min na ledu. 
Nato smo mešanico centrifugirali 30 min pri 20000  g in 4 °C. Dobljeno usedlino smo 
nežno sprali s 500 l ledeno hladnega 70-odstotnega etanola. Supernatant smo odstranili 
in usedlino posušili, nato pa ga resuspendirali v 200 l ledeno hladne DEPC vode. 
Centrifugirali smo še 5 min pri 20000  g in 4 °C. 180 l supernatanta smo prenesli v 
svežo mikrocentrifugirko, dodali 20 l 3 M NaOAc in 500 l ledeno hladnega 100-
odstotnega etanola, in inkubirali 12 h pri –20 °C. Mešanico z RNA smo nato intenzivno 
premešali, centrifugirali 30 min pri 20000  g in 4 °C in usedlino sprali s 500 l ledeno 
hladnega 70-odstotnega etanola. Ponovno smo 10 min centrifugirali in nato usedlino 
posušili in nazadnje raztopili v 30 l ledeno hladne DEPC vode. Koncentracijo RNA smo 
določili z napravo Nanodrop One (Thermo Fisher Scientific, ZDA). RNA smo razredčili z 
DEPC vodo do koncentracije 2,5 g/l, razdelili v mikrocentrifugirke po manjših 
volumnih in zamrznili v tekočem dušiku ter nato do uporabe hranili pri –80 °C. 
In vitro translacija 
Tik pred izvedbo translacijske reakcije smo za 22-mikrolitrsko reakcijo zmešali 
komponente, naštete v preglednici 6. 
Preglednica 6. Priprava in vitro translacijske reakcije 
Premix Z 8,2 l 
metionin (200 mM) 0,5 l 
DEPC voda do 22 l 
PDI* 0,13 l (samo za scFv) 
zaviralec ribonukleaz 0,4 l 
mRNA 0,8 l 
ribosomski ekstrakt 30 S 10,9 l 
*PDI – protein disulfid izomeraza, ki naj bi pomagal pri nastanku disulfidnih vezi; uporabljali smo 
ga le pri scFv, ki v svoji zgradbi vsebuje dva disulfida. 
100-mikrolitrsko mikrocentrifugirko s tankimi plastičnimi stenami smo najprej 
uravnotežili na reakcijsko temperaturo z 1-minutnim segrevanjem pri 38 °C, nato pa jo 
vodoravno obrnjeno 8,5 min stresali pri 37 °C. Po tem času smo reakcijo na hitro ustavili 
z nizko temperaturo in veliko koncentracijo magnezijeve soli s prenosom celotnega 
volumna reakcije v štirikratno količino ledeno hladnega STOP pufra, rahlo pomešali, 
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pustili 2 min na ledu in nato centrifugirali 5 min pri 14000  g, da smo se znebili 
morebitnih skupkov več molekul. 
Sklopljena reakcija in vitro transkripcije in translacije 
Za pripravo različic proteinov TolA-PFOD4 pri predstavitvi na ribosomih smo 
uporabili v laboratoriju pripravljeno in optimizirano mešanico in ostale sestavine, naštete 
v preglednici 7, za sočasno potekajoči (sklopljeni) in vitro transkripcijo in translacijo. 
Preglednica 7. Priprava sklopljene in vitro transkripcije in translacije 
Reakcijska mešanica za in vitro 
sklopljeno transkripcijo in translacijo 
24,3 l 
DNA (PCR) 6 l (vsaj 90 ng) 
RNA polimeraza T7  2,6 l 
ribosomski ekstrakt 30 S 32,1 l (49,4 %) 
 
Reakcijo smo prvi 2 min inkubirali pri 38 °C, da je prišlo do uravnoteženja 
temperature, nato pa še vodoravno obrnjeno 33 min s stresanjem pri 37 °C. Reakcijo smo 
ustavili in nadaljevali enako kot je opisano pri postopku za in vitro translacijo. 
Nitrocefinski test 
Nitrocefin je rumeno obarvan substrat, ki ga encim -laktamaza razgrajuje v rdeče 
obarvan produkt. Od 22 l in vitro translacijske reakcije smo odvzeli 4,6 l vsebine, dodali 
92 l nitrocefinskega pufra ter spektrofotometrično spremljali absorbanco pri valovni 
dolžini 486 nm 12 min, 1-krat/min. Na ta način smo določevali uspešnost in vitro 
translacije -laktamaze, ki smo jo proizvajali sočasno z želenim proteinskim ogrodjem za 
selekcijo. 
3.2.1.5 Selekcija 
Selekcijo izbranih proteinskih ogrodij na tarčne molekule smo vedno izvajali v 
duplikatih (po dve jamici v mikrotitrski plošči). Genski knjižnici scFv in DARPin smo 
uporabili za usmerjeno evolucijo vezavnih partnerjev za LLO. V prvih krogih selekcije 
smo sočasno z neposredno pritrditvijo tarčne molekule na podlago testirali tudi vezavo z 
uporabo sistema neutravidin-biotin (opisano pri metodi ELISA) in ker ni bilo razlik v 
količini pridobljenih molekul po dveh krogih selekcije, smo nadaljevali le z neposrednim 
pritrjanjem LLO. Za selekcijo smo uporabljali sterilne mikrotitrske plošče z ravnim dnom 
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in obdelane na način, da povečajo vezavo proteinov (Greiner Bio-One, Avstrija). LLO smo 
na podlago pritrdili s 16-urno inkubacijo 20 nM proteina (200 l/jamico) pri 4 °C. 
Nespecifična vezavna mesta v jamicah mikrotitrskih plošč smo blokirali 2 h s pufrom za 
blokado (300 l/jamico) s stresanjem pri 4 °C. Po blokiranju smo jamice sprali 3-krat s 
300 l TBST in 2-krat s 300 l ledeno hladnega pufra za spiranje. Celotno selekcijo od tu 
dalje smo delali na ledu in z ohlajenimi pripomočki. Pri prvem krogu selekcije smo 150 l 
5-krat razredčene ustavljene translacijske reakcije takoj prenesli v jamice s pritrjeno tarčno 
molekulo, pri nadaljnjih krogih selekcije pa smo jo pred tem 35 min (pri drugem krogu 
selekcije) oz. 1 h (pri nadaljnjih štirih krogih selekcije) z rahlim stresanjem pri 4 °C 
inkubirali še v jamicah za izločitev nespecifičnih interakcij (npr. s plastiko ali drugimi 
komponentami sistema). Te jamice smo obdelali enako kot jamice za selekcijo, le da v njih 
ni bilo prisotne tarčne molekule za selekcijo. Po tem smo vsebino prenesli v jamice s 
pritrjeno tarčno molekulo in z rahlim stresanjem inkubirali 1 h pri 4 °C. Kot selekcijski 
pritisk smo glede na krog selekcije uporabili različno intenzivno spiranje s pufrom za 
spiranje: 
1. krog: 5-krat brez stresanja, 
2. krog: 3-krat brez stresanja, 1-krat 2-min stresanje, 1-krat brez stresanja, 
3. krog: 2-krat brez stresanja, 5-krat 6-min stresanje, 
4. krog: 2-krat brez stresanja, 8-krat 10-min stresanje, 
5. krog: 2-krat brez stresanja, 8-krat 10-min stresanje, 
6. krog: 5-krat brez stresanja, 2-krat 20-min stresanje, 1-krat 40-min stresanje, 
1-krat brez stresanja. 
Po zadnjem spiranju smo ploščo osušili, nato pa iz vezanih skupkov PRM eluirali 
mRNA z 2-kratnim 10-minutnim zaporednim inkubiranjem s stresanjem s 50 l in nato še 
s 150 l elucijskega pufra. 
Večji del selekcije PFOD4 na vezikle in določanja nukleotidnega zaporedja različic 
PFOD4 sta v času moje daljše odsotnosti opravila Nace Kranjc in Aleksandra Šakanović. 
Metode in rezultati, povezani s tem delom, so opisani v magistrskem delu Naceta Kranjca 
[150]. 
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3.2.1.6 Izolacija mRNA 
mRNA smo izolirali iz 200 l eluata po selekciji s pomočjo kompleta High Pure 
RNA Isolation Kit (Roche, Združeno kraljestvo) ali RNeasy (Qiagen, Nemčija) po 
navodilih proizvajalca. 
3.2.1.7 Reverzna transkripcija 
Dobljeno očiščeno RNA po selekciji smo obratno prepisali v cDNA s kompletom 
High Capacity cDNA RT Kit (Life Technologies – Thermo Fisher Scientific, ZDA). Pri 
tem smo za scFv uporabili začetni nukleotid scFv-rev2, za DARPin DARP-rev3 in za 
PFOD4 TolA-rev. 
3.2.1.8 Pomnožitev cDNA 
cDNA, pridobljeno po selekciji in reverzni transkripciji, smo za naslednji krog 
selekcije ali za končno pridobivanje proteinov pomnožili s PCR. Za scFv smo uporabili 
par začetnih oligonukleotidov scFv-for in scFv-rev2, za DARPin MB2121-PCRF in 
DARP-rev3 ter za PFOD4 D4-for2 in D4-rev3. Za PCR smo uporabili program, zapisan v 
preglednici 8. V prvem krogu smo izvedli štirideset ciklov PCR in jih postopno 
zmanjševali do dvajsetih ciklov v zadnjem krogu selekcije s predstavitvijo na ribosomih. 
Preglednica 8. Program za pomnožitev cDNA s PCR 
3 min 95 °C   
30 s 95 °C   
25 s 59 °C 20–40 ciklov 
45 s 72 °C  
5 min 72 °C   
3.2.1.9 Ugotavljanje naključnosti vgrajevanja aminokislin  na mesta z degeneriranimi kodoni – začetna 
raznolikost in končna obogatitev 
Z ugotavljanjem naključnosti vgrajevanja nukleotidov in aminokislin na mesta z 
degeneriranimi kodoni smo testirali začetno stanje genske knjižnice DARPin-ov na 
podlagi zaporedij štiriindvajsetih izoliranih klonov iz začetne knjižnice. Postavili smo 
ničelno hipotezo, da je vgrajevanje aminokislin na vsa mesta za naključno vgrajevanje 
kodonov naključno. Opažene pojavnosti posameznih aminokislin (Obs) na mestih za 
naključno vgradnjo smo primerjali s pričakovanimi (Nom), ki smo jih določili na podlagi 
genskega koda E. coli in možnosti vgrajevanja v degenerirane kodone NNK. Če pojavnost 
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posamezne aminokisline ni odstopala od nominalne vrednosti oz. je bilo razmerje 
Obs/Nom v območju intervala 0,5–2,0, je pomenilo, da so bile aminokisline vgrajene 
naključno [151]. V primeru odstopanja od omenjenega intervala bi pomenilo, da gre pri 
vgrajevanju aminokislin za sistematično napako (ang. bias) bodisi zaradi majhne 
raznolikosti bodisi zaradi napak pri sintetiziranju knjižnice. Obogatitev knjižnice po 
selekciji smo testirali s testom 2 z dvajsetimi stopinjami prostosti. Pojavnosti aminokislin 
smo primerjali po posameznih mestih za naključno vgrajevanje kodonov ter primerjali 
vrednosti Obs/Nom med začetnim stanjem (zaporedja štiriindvajsetih klonov) in stanjem 
po selekciji (zaporedja petindvajsetih klonov, določena s Sangerjevo metodo). 
 
3.2.2 Pridobivanje in čiščenje proteinov iz bakterijskih celic 
3.2.2.1 Transformacija bakterijskih celic za proizvodnjo proteina 
Za proizvodnjo DARPin-ov smo uporabili kemijsko kompetentne celice 
E. coli BL21 (DE3), za proizvodnjo Y406A ter TolA-PFOD4 pa celice 
E. coli BL21 (DE3) pLysS. TolA-PFOD4 je bil konstrukt, namenjen stabilnemu izražanju 
PFOD4, ki smo jih uporabljali pri predstavitvi na ribosomih. Konstrukt poleg PFOD4 na 
N-koncu vsebuje še heksahistidinsko oznako in protein TolA, ki omogoča produkcijo 
PFOD4 v topni obliki, pravilno zvitje in nemoteno interakcijo s tarčno molekulo. 
Transformacijo plazmidne DNA (~ 100 ng plazmida na 150 l kompetentnih celic) s 
toplotnim šokom smo izvedli na enak način, kot je opisano pri transformaciji za izolacijo 
plazmidne DNA (str. 32). 
3.2.2.2 Gojenje bakterijskih kultur 
Posamezne bakterijske kolonije smo pobrali s plošč s sterilnimi zobotrebci in 
pripravili prekonočno kulturo tako da smo jih prenesli v erlenmajerico s 25 ml predhodno 
ogretega gojišča LB z ampicilinom (100 g/ml) (scFv, DARPin in Y406A) oz. LB z 
ampicilinom (100 g/ml) in kloramfenikolom (25 g/ml) (TolA-PFOD4) ter inkubirali 
16 h pri 37 °C. Naslednji dan smo vcepili 1 % pripravljene prekonočne kulture v večjo 
količino tekočega gojišča LB z ustreznimi antibiotiki ter gojili transformirane bakterije do 
OD600 nm 0,5–0,6 ter nato inducirali izražanje želenega gena z dodatkom 0,3 mM IPTG. 
Kulture smo za proizvodnjo scFv, DARPin-ov in Y406A gojili 5 h pri 37 °C, ter 
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TolA-PFOD4 16 h pri 20 °C s stresanjem. Po končanem gojenju smo kulturo ohladili in 
bakterijsko maso zbrali s 15-minutnim centrifugiranjem pri 4700  g in 4 °C ter celične 
usedline shranili do uporabe pri –20 °C. 
3.2.2.3 Izolacija proteinov 
Celične usedline smo resuspendirali v 3–5-kratnem volumnu liznega pufra in celice 
razbili s pulznim soniciranjem (14 min pri amplitudi 38 %, 1-sekundni pulzi z 2 s 
premora). Celičnih ostankov smo se znebili z 1-urnim centrifugiranjem pri 47500  g in 
4 °C ter sledečo filtracijo supernatanta skozi filter z 0,22-mikrometrskimi porami. Filtriran 
supernatant rekombinantnega proteina D22, Y406A in različic TolA-PFOD4 smo v 
nadaljevanju čistili z nikelj-afinitetno kromatografijo. scFv in ostalih različic DARPin-ov 
nismo čistili, temveč smo teste izvedli le s topnim delom bakterijskih lizatov. 
3.2.2.4 Dvostopenjska nikelj-afinitetna kromatografija 
Za čiščenje DARPin-ov in Y406A smo uporabili kolono Ni-NTA Superflow 
(Qiagen, Nemčija) z volumnom nosilca 10 ml, sklopljeno s kromatografskim sistemom 
Åkta FPLC (Amersham Biosciences, Združeno kraljestvo). Kolono smo sprali s 50 ml 
nanašalnega pufra (50 mM Na-fosfat, 250 mM NaCl, pH 6,5) in nato s pomočjo nanašalne 
zanke nanesli vzorec pri pretoku 1 ml/min. Po vezavi vzorca smo pretok povečali na 
2 ml/min. Nespecifično vezanih nečistoč smo se znebili z gradientnim spiranjem kolone z 
majhno koncentracijo imidazola. Za spiranje nanosa z D22 smo uporabili 16,5 mM in 
75 mM imidazol, za spiranje Y406A pa 10 mM in 60 mM imidazol. Za elucijo 
rekombinantnih proteinov smo uporabili pufer z veliko koncentracijo imidazola (50 mM 
Na-fosfat, 250 mM NaCl, 300 mM imidazol za Y406A oz. 500 mM imidazol za D22, 
oboje pH 6,5). Vsebnost proteinov v posameznih zbranih frakcijah po nikelj-afinitetni 
kromatografiji smo analizirali z NaDS-PAGE. Frakcije, ki so vsebovale želen protein, smo 
združili in dodali proteazo virusa jedkanja tobaka (TEV, ang. tobacco etch virus) (75 l 
proteaze s koncentracijo 1 mg/ml na 1 ml vzorca) za odstranitev histidinskih oznak. 
Vzorcu smo sočasno zamenjali pufer s pomočjo dializnega črevesa Spectra/Por Dialisis 
Membrane (Spectrumlabs, ZDA) s porami, ki prepuščajo molekule, manjše od 12–14 kDa, 
proti pufru s sestavo 30 mM Na-fosfat, 150 mM NaCl, pH 6,5 14 h pri 4 °C. Tako 
pripravljen vzorec smo očistili z drugo stopnjo nikelj-afinitetne kromatografije. Tokrat se 
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vzorec ni vezal na nosilec in smo ga zato zbrali v nevezanih frakcijah (s pufrom z 10 mM 
imidazolom). Ostale nečistoče smo s kolone sprali s pufrom s 300 mM imidazolom. 
Vsebnost in čistočo izoliranih rekombinantnih proteinov smo ponovno preverili z 
NaDS-PAGE. 
3.2.2.5 Gravitacijska nikelj-afinitetna kromatografija 
Gravitacijsko nikelj-afinitetno kromatografijo smo uporabili za čiščenje vzorcev 
TolA-PFOD4 (različice 00 (divji tip), 14 in 38), ki so imele heksahistidinsko oznako na 
N-koncu proteina. Filtriran supernatant smo zmešali z nosilcem Ni-NTA Superflow 
(Qiagen, Nemčija) v razmerju 0,8 ml 50 % nosilca in 15 ml vzorca ter stresali 1 h pri 4 °C. 
Nosilec z vzorcem smo nanesli na kromatografsko kolono Poly-Prep (Bio-Rad, ZDA) in 
sprali z dvakratnim volumnom pufra za spiranje (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 20 mM 
imidazol, pH 8,0), nato pa eluirali s pufrom s sestavo 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 
250 mM imidazol, pH 8,0. Po nikelj-afinitetni kromatografiji na prosti pad smo vzorce 
dializirali proti pufru s sestavo 50 mM Tris acetat, 150 mM NaCl, pH 7,4 s pomočjo 
dializnih kaset Slide-A-Lyzer (Thermo Fisher Scientific, ZDA) s porami, ki prepuščajo 
le molekule, manjše od 20 kDa. Pufer smo pri 16-urni dializi 3-krat zamenjali. Vsebnost 
in čistočo izoliranih rekombinantnih proteinov smo preverili z NaDS-PAGE. 
3.2.2.6 Kromatografija z ločevanjem po velikosti za čiščenje proteina 
Kromatografijo z ločevanjem po velikosti (SEC) smo uporabljali za dodatno čiščenje 
proteinov in za proučevanje interakcij. Slednje je opisano v podpoglavju Merjenje 
interakcij (str. 47), na tem mestu pa je opisana metoda za čiščenje proteina. SEC smo 
uporabili za dodatno čiščenje različice TolA-PFOD4 00, ker čistost po nikelj-afinitetni 
kromatografiji ni bila zadovoljiva. Uporabili smo kolono Superdex 75 XK 16/70 (GE 
Healthcare, Združeno kraljestvo) z volumnom 120 ml. Uporabljen pufer je bil 50 mM Tris 
acetat, 150 mM NaCl, pH 7,4. Nanos in ločevanje sta potekala pri pretoku 1 ml/min. Med 
postopkom smo zbirali 500-mikrolitrske frakcije, ki smo jih nato analizirali z NaDS-PAGE 
ter združili in skoncentrirali frakcije, ki so vsebovale želen protein. 
3.2.2.7 Koncentriranje in shranjevanje rekombinantnih proteinov 
Končne vzorce očiščenih rekombinantnih proteinov smo koncentrirali z ultrafiltri 
AmiconUltra (Millipore, ZDA) z membrano, ki prepušča molekule, manjše od 10 kDa, in 
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centrifugiranjem pri 4000  g in 4 °C. Pri tem smo tudi zamenjali pufer v končni pufer 
vzorca. Pufer za D22 in Y406A je imel sestavo 20 mM MES, 150 mM NaCl, pH 5,7, pufer 
za TolA-PFOD4 pa 50 mM Tris acetat, 150 mM NaCl, pH 7,4. Koncentracije proteinov 
smo ocenili spektrofotometrično z aparatom UV-visible Spectroscopy system 8453 
(Agilent, ZDA). Koncentracije smo računali po enačbi 1: 
𝐴 = 𝑐 ∙ 𝑙 ∙  ɛ, 
… (1) 
pri čemer A označuje absorbanco pri valovni dolžini 280 nm, c koncentracijo 
proteina, l optično pot žarka (1 cm) in  ekstinkcijski koeficient proteina. Ekstinkcijske 
koeficiente smo izračunali po enačbi 2: 
 = 𝑁 (𝑇𝑦𝑟) ∙ 𝐸𝑥𝑡 (𝑇𝑦𝑟) + 𝑁 (𝑇𝑟𝑜) ∙ 𝐸𝑥𝑡 (𝑇𝑟𝑝) + 𝑁 (𝑐𝑖𝑠𝑡𝑖𝑛) ∙ 𝐸𝑥𝑡(𝑐𝑖𝑠𝑡𝑖𝑛) , 
… (2) 
pri čemer smo za proteine, merjene pri valovni dolžini 280 nm, uporabili vrednosti 
Ext (Tyr) = 1490, Ext (Trp) = 5500 in Ext (cistin) = 125. Izračunani ekstinkcijski 
koeficienti za rekombinantne proteine so bili 19480 M-1 cm-1 za D22, 74260 M-1 cm-1 za 
Y406A in 50880/56380/61880 M-1 cm-1 za TolA-PFOD4 00/14/38. Vzorce smo razdelili 
v mikrocentrifugirke po manjših volumnih in shranili pri –80 °C. 
3.2.2.8 Analiza proteinov s poliakrilamidno gelsko elektroforezo v prisotnosti natrijevega dodecilsulfata 
Analizo proteinov s poliakrilamidno gelsko elektroforezo v prisotnosti natrijevega 
dodecilsulfata (NaDS-PAGE) smo uporabljali za preverjanje velikosti in čistosti 
rekombinantno pridobljenih proteinov po različnih stopnjah čiščenja ter za analizo 
proteinov, ki se vežejo na lipidne vezikle (sedimentacijski test). Proteinske vzorce smo 
zmešali s 4-kratnim nanašalnim pufrom NuPAGE LDS Sample Buffer 4 (Invitrogen, 
ZDA), 0,5 M DTT (do končne koncentracije 40 mM) in vodo do želenega volumna, ki je 
bil običajno 17 l. Tako pripravljene vzorce smo denaturirali s 5-minutnim segrevanjem 
pri 95 °C, ohladili ter nanesli na poliakrilamidni gel NuPAGE Novex Bis-Tris Mini Gel 
(Invitrogen, ZDA). Zraven smo vedno vključili še molekulski standard Novex Sharp 
Unstained (Thermo Fisher Scientific, ZDA) z mešanico proteinov z znanimi velikostmi. 
Elektroforeza je potekala v elektroforezni kadički s pufrom MES 40 min pri stalni 
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napetosti 200 V. Po končani elektroforezi smo proteine na poliakrilamidnem gelu obarvali 
z barvilom SimplyBlue SafeStain (Invitrogen, ZDA) po navodilih proizvajalca. 
3.2.2.9 Analiza proteinov s poliakrilamidno gelsko elektroforezo brez prisotnosti denaturanta 
S poliakrilamidno gelsko elektroforezo brez prisotnosti denaturanta (Blue Native 
PAGE) smo preverili razlike med profilom ločevanj LLO in Y406A v karseda nativnem 
stanju s poliakrilamidnim gelom s 4–16 % zamreženostjo (Life Technologies – Thermo 
Fisher Scientific, ZDA). Celotna priprava je potekala na hladnem. Proteinskemu vzorcu 
smo dodali 2,5 l 4-kratnega nanašalnega pufra NativePAGE™ (Life Technologies – 
Thermo Fisher Scientific, ZDA) in dopolnili do 10 l z vodo. Elektroforezni pufer za 
zunanji del elektroforeznega sistema smo pripravili z 20-kratnim redčenjem pufra 
20 NativePAGE Running buffer (Life Technologies – Thermo Fisher Scientific, ZDA), 
katodni pufer za notranji del elektroforeznega sistema pa z 20-kratnim redčenjem 
20 NativePAGE Cathode Buffer (Life Technologies – Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
z vodo. Elektroforeza je potekala pri 4 °C 50 min pri napetosti 150 V in nato še 80 min pri 
napetosti 250 V. Po končani elektroforezi smo proteine na gelu obarvali s SimplyBlue 
SafeStain (Thermo Fisher Scientific, ZDA). 
3.2.2.10 Cirkularni dikroizem 
Metodo cirkularnega dikroizma (CD) smo uporabili za preverjanje pravilnosti 
sekundarne zgradbe različic TolA-PFOD4. Pred meritvami smo proteinske vzorce 
dializirali proti pufru brez soli (10 mM NaH2PO4) s pomočjo dializnih kaset 
Slide-A-Lyzer (Thermo Fisher Scientific, ZDA) s porami, ki prepuščajo molekule, 
manjše od 20 kDa. Dializa je potekala 14 h. Koncentracija vzorcev za merjenje CD je bila 
0,08 (TolA-PFOD4 00 in TolA-PFOD4 14) oz. 0,013 mg/ml (TolA-PFOD4 14 in 
TolA-PFOD4 38). Za meritve smo uporabili CD spektrometer Chirascan (Applied 
Photophysics, Združeno kraljestvo). Spektre smo posneli v območju valovnih dolžin 200–
250 nm pri 20 °C. Uporabili smo kiveto z dolžino optične poti 1 mm. Razmik med 
posameznimi točkami merjenja je bil 0,5 nm, interval povprečenja pa 0,5 s. Vsak 
proteinski vzorec smo pomerili trikrat in izmerjene spektre povprečili s programom 
Chirascan (Applied Photophysics, Združeno kraljestvo). Enote smo za predstavitev na 
grafu pretvorili v povprečno molarno eliptičnost na aminokislinski ostanek. 
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3.2.3 Priprava membranskih sistemov 
V sklopu doktorskega dela smo pripravljali tri različne membranske sisteme: 
večslojne vezikle (MLV), velike enoslojne vezikle (LUV) in majhne enoslojne vezikle 
(SUV) (slika 9). Lipidni vezikli, ki smo jih uporabljali kot negativno kontrolo za vezavo 
CDC, so vsebovali samo fosfatidilholin (POPC). Za vezavo LLO/Y406A (v kombinaciji z 
D22) na membrano smo uporabljali vezikle z lipidno sestavo POPC : holesterol v 
molarnem razmerju 3 : 2, za proučevanje holesterolne specifičnosti PFO pa večinoma 
vezikle z lipidno sestavo POPC : holesterol, 1 : 1, testirali pa smo tudi razmerja 3 : 2, 7 : 3 
in 9 : 1 (mol : mol). Pri selekciji PFOD4 smo lipidni mešanici dodali še 0,5 % 
biotiniliranega fosfatidiletanolamina (bPE) za pritrjanje veziklov na magnetne kroglice s 
streptavidinom, SPR meritve pa so bile izvedene brez bPE. 
POPC in holesterol smo raztopili v kloroformu, zmešali v želenem molarnem 
razmerju, nato pa topilo odparili z rotavaporjem (Büchi, Švica). Dobljen lipidni film smo 
dodatno posušili v vakuumu (SpeedVac, Thermo Fisher Scientific, ZDA) in prepihali z 
dušikom. Lipidni film smo rehidrirali z dodatkom pufra za vezikle (1 ml/5 mg lipidov) in 
izmenjujočim vibracijskim mešanjem in segrevanjem nad temperaturo faznega prehoda 
izbranih lipidov v vodni kopeli 15 min. S 6-kratnim izmenjujočim zamrzovanjem v 
tekočem dušiku in odtaljevanjem smo pripravili MLV. Takšne vezikle smo uporabili za 
sedimentacijske teste. Iz MLV smo pripravili LUV premera 100 nm z 31-kratnim 
filtriranjem skozi polikarbonatne membrane (najprej 400 nm, nato 100 nm) z ekstrudorjem 
(Avanti Polar Lipids, ZDA). LUV smo uporabili za testiranje vezave LLO in Y406A ter 
D22 na membrano s SPR. SUV smo pripravili s soniciranjem 100 M MLV (redčeni s 
pufrom 50 mM Tris-Ac, 150 mM NaCl, pH 7,4). Vezikle s POPC smo sonicirali s 
sonikatorjem CPX500 z močjo 500 W (Cole Parmer, ZDA) z malo potopno sondo 10 min, 
vezikle POPC : holesterol pa 15 min (oboje z 9,9-sekundnimi pulzi soniciranja, ki jim je 
sledilo 9,9 s premora, amplituda je bila 38 %). Z njimi smo izvedli teste vezave 
TolA-PFOD4. Velikost LUV in SUV smo preverili z dinamičnim sipanjem svetlobe (DLS) 
z inštrumentom ZetaSizer Nano (Malvern, Združeno kraljestvo). MLV smo shranjevali pri 
–80 °C do šest mesecev, SUV in LUV pa pri 4 °C in jih porabili v roku enega tedna. 
 
 




Slika 9. Priprava umetnih membranskih sistemov za proučevanje interakcij s proteini. 
 
3.2.4 Merjenje interakcij 
3.2.4.1 Encimskoimunski test (ELISA) 
Test ELISA smo uporabili za začetno testiranje vezave sedmih klonov DARPin-ov 
po šestih krogih selekcije s predstavitvijo na ribosomih na tarčno molekulo LLO. Kot 
tarčno molekulo smo na podlago pritrdili LLO neposredno in z uporabo sistema 
neutravidin-biotin. Neutravidin (Thermo Fisher Scientific, ZDA) smo po navodilih 
proizvajalca raztopili v vodi in dodali 0,000004 % NaN3. 200 l 60 nM neutravidina ali 
200 nM LLO smo inkubirali na mikrotitrski plošči Nunc-Maxi-Sorp (Thermo Fisher 
Scientific, ZDA) 12 h pri 4 °C. Jamicam z neutravidinom smo po spiranju s TBST dodali 
200 nM biotiniliranega LLO. Biotinilirali smo ga po navodilih proizvajalca z EZ-Link 
Sulfo-NHS-LC-Biotin (Thermo Fisher Scientific, ZDA). S pufrom, ki je vseboval 0,5 % 
BSA, smo blokirali mesta za nespecifično vezavo. 125 l vzorca (bakterijski lizati po 
produkciji DARPin-ov) smo na mikrotitrski plošči inkubirali 1 h pri 4 °C. Vezavo smo 
merili s kombinacijo primarnih mišjih protiteles proti heksahistidinski oznaki (Santa Cruz 
Biotechnology, ZDA) (200 l 0,25 g/ml, inkubacija 1,5 h pri 4 °C) in sekundarnih 
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protiteles proti mišjim imunoglobulinom G (Sigma, ZDA) (200 l 10000-krat redčenih, 
inkubacija 1 h pri 4 °C), konjugiranih s hrenovo peroksidazo. Vse inkubacije smo izvajali 
z rahlim stresanjem plošče. Jamice mikrotitrske plošče smo med vsakim opisanim 
korakom trikrat sprali s TBST. Signal smo detektirali z reagentom TMB (200 l, 30 min 
pri 22 °C, zaščiteno pred svetlobo), ki smo mu po 30 min dodali raztopino za zaustavitev 
reakcije (oboje Sigma, ZDA). Vzorcem smo s čitalnikom mikrotitrskih plošč Synergy MX 
Multi-Mode Reader (BioTek, ZDA) pomerili absorbanco pri valovni dolžini 450 nm in od 
nje odšteli ozadje (A600 nm). 
3.2.4.2 Prilagojeni test ELISA za določanje afinitete 
ELISA se običajno ne uporablja za določanje KD, vendar je v izvedbi, opisani v 
nadaljevanju, tehnika primerna za hitro oceno tega parametra. Uporabili smo jo za oceno 
afinitete treh klonov DARPin-ov (D6, D22 in D30), ki so se obogatili po šestih krogih 
predstavitve na ribosomih. Na plošče Nunc-Maxi-Sorp (Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
smo s 16-urno inkubacijo pri 4 °C pritrdili LLO pri dveh različnih koncentracijah (256 nM 
in 64 nM), nato pa poskusili vezavo s heksahistidinsko oznako označenih DARPin-ov D6 
in D30 z redčitveno vrsto v območju pričakovane KD (5 nM–10,6 M). Za negativno 
kontrolo smo testirali vezavo DARPin-ov na podlago (brez LLO). Vezavo D22 smo 
testirali s pritrditvijo DARPin-a (koncentracije 500 nM, 125 nM in 31 nM) na podlago, 
nato pa nanj vezali redčitveno vrsto LLO s heksahistidinsko oznako. Jamice mikrotitrskih 
plošč smo med vsako menjavo vsebine 5-krat sprali s pufrom TBST. Pred nanosom liganda 
smo jamice blokirali 2 h s 300 l pufra za blokado pri 22 °C. Za detekcijo smo uporabili 
kombinacijo mišjih primarnih protiteles proti heksahistidinski oznaki (Santa Cruz 
Biotechnology, ZDA) (0,25 g/ml, 200 l/jamico, 2 h pri 22 °C), sekundarnih protiteles 
proti mišjim imunoglobulinom G, konjugiranih s hrenovo peroksidazo (Sigma, ZDA) 
(10000-krat redčena, 150 l/jamico, 1 h pri 22 °C), in reagenta TMB (Sigma, ZDA) 
(150 l/jamico, 30 min pri 22 °C). Reakcijo smo ustavili z raztopino za zaustavitev 
reakcije (Sigma, ZDA) (75 l/jamico) in odčitali absorbanco pri valovni dolžini 450 nm, 
ki smo ji odšteli še ozadje pri valovni dolžini 600 nm. Za kvantifikacijo rezultatov 
Martineau, 2010, sicer odsvetuje protitelesa, konjugirana s hrenovo peroksidazo, ker naj 
bi bila v primerjavi z alkalno fosfatazo manj občutljiva [152], vendar s tem nismo imeli 
težav. Podatke o vezavi lahko na podlagi absorbance oz. deleža vezanega liganda 
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prikažemo z linearizirano obliko Klotzovega ali Scatchardovega diagrama, vendar je 
določitev KD natančnejša z uporabo matematične funkcije nelinearnega prileganja krivulje 
[152,153]. Za izračun enačbe saturacijske vezavne krivulje smo uporabili program 
GraphPad Prism 6 (GraphPad Software Inc., ZDA), ki nam s prednastavljenim modelom 
specifične vezave liganda na eno vezavno mesto na receptorju po enačbi 3 z nelinearno 
regresijo izračuna KD. 
Y =  




Y v enačbi predstavlja specifično vezavo, Bmax maksimalno vezavo, X koncentracijo 
liganda in KD ravnotežno konstanto disociacije. 
3.2.4.3 Test hemolize 
Nastanku por v celični membrani, kar je biološka vloga CDC, lahko enostavno 
sledimo na membranah eritrocitov. Vezava CDC na eritrocite povzroči lizo celic zaradi 
koloidno-osmotskega šoka, ki nastane zaradi vdiranja zunanje raztopine skozi nastale 
citolizinske pore, kar imenujemo hemoliza. Iz celic se sprosti tudi hemoglobin, absorbanca 
(turbidanca) pri valovni dolžini 630 nm pa zaradi tega upade. Test hemolize smo uporabili 
za opazovanje vpliva vezave posameznih DARPin-ov na sposobnost nastajanja por LLO 
in za proučevanje vpliva mutacij v PFOD4 na hemolitično aktivnost celega proteina PFO. 
Goveje eritrocite, shranjene v Alseverjevem konzervansu, smo najprej 3-krat sprali z 
eritrocitnim pufrom (pH 7,4 ali pH 5,7, odvisno od tega, pri katerem pH smo želeli 
proučevati učinek CDC) in 5-minutnim centrifugiranjem pri 800  g. Zatem smo pripravili 
suspenzijo eritrocitov v eritrocitnem pufru, ki je imela vedno enako turbidanco. Vzorce 
CDC smo pripravili kot serijske redčitve proteinov v vrsticah mikrotitrskih plošč in jim v 
primeru proučevanja vpliva DARPin-ov na LLO dodali še nespreminjajoče koncentracije 
DARPin-ov do skupnega volumna 100 l. LLO in DARPin smo pred dodatkom eritrocitov 
inkubirali 45 min pri 22 °C. Vzorcem smo nato dodali po 100 l eritrocitne suspenzije. 
Turbidanca (OD630 nm) končne raztopine eritrocitov s proteini je bila 0,5  0,05 Končna 
koncentracija DARPin-ov za test hemolize je bila 5 M, vpliv na CDC pa smo lahko 
najučinkoviteje primerjali pri 2,3 nM koncentraciji CDC. Kinetiko hemolize smo merili s 
čitalnikom mikrotitrskih plošč Synergy MX Multi-Mode Reader (BioTek, ZDA) 20 min z 
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20-sekundnimi intervali pri 22 °C. S programsko opremo Gen5 (BioTek, ZDA) smo z 
linearno regresijo skozi pet točk določili maksimalne hitrosti hemolize (vmax [min
-1]) v 
posameznih jamicah mikrotitrskih plošč. Odstotek hemolize je bil določen kot količnik 
maksimalne hitrosti hemolize z DARPin-om in maksimalne hitrosti samega CDC, 
pomnožen s faktorjem 100. 
3.2.4.4 Kromatografija z ločevanjem po velikosti  
Kromatografijo z ločevanjem po velikosti (SEC, ang. size exclusion 
chromatography) smo uporabili za potrditev in vizualizacijo nastalih skupkov D22 + LLO 
in D22 + Y406A ter za oceno stehiometrije zgoraj omenjenih interakcij. Uporabili smo 
kolono Acquity UPLC BEH200 1,7 m (Thermo Fisher Scientific, ZDA), vpeto na 
kromatografski sistem UPLC Acquity Waters (Waters Corporation, ZDA). Kolono smo 
uravnotežili s pufrom TBS, nato pa z vmesnim injiciranjem mobilne faze (TBS) nanesli 
proteine z znanim elucijskim profilom kot velikostne standarde (goveji serumski albumin 
(66 kDa), karbonska anhidraza (29 kDa) in granulocitne kolonije stimulirajoči dejavnik 
(18,8 kDa)), vzorce v enakih molarnih razmerjih – LLO (15 g), Y406A (15 g), D22 
(4,8 g) ter predhodno inkubirane rekombinantne proteine (30 min pri 22 °C) LLO + D22 
(molarni razmerji 1 : 1 in 1 : 2) in Y406A + D22 (molarni razmerji 1 : 1 in 1 : 2) pri 
pretoku 0,4 ml/min. Koncentracija posameznega proteina je bila 26,6 M. Vzorci niso 
vsebovali reducenta. Elucijske profile vzorcev smo spremljali z UV detektorjem pri 
valovni dolžini 280 nm. Eksperiment smo izvedli v duplikatih in ga ponovili trikrat. 
3.2.4.5 Izotermalna titracijska kalorimetrija (ITC) 
Eksperimente izotermalne titracijske kalorimetrije (ITC) smo izvedli z napravo 
VP-ITC (MicroCal, ZDA). Vsi uporabljeni proteinski vzorci, tako kot tudi pufer, so 
vsebovali 5 mM reducent 2-merkaptoetanol, predhodno inkubiran z vzorcem vsaj 12 h pri 
4 °C. Testirali smo tudi reakcijo brez prisotnosti reducenta in dobili primerljive rezultate. 
V raztopino makromolekul (5,9 M LLO ali 5,9 M Y406A) smo z računalniško vodeno 
siringo izvedli titracijo šestintridesetih 8-mikrolitrskih injiciranj (prvi dve injiciranji sta 
bili po 2 l in jih pri vezavni krivulji nismo upoštevali) 54,9 M D22. Titriranje liganda je 
potekalo v 300-sekundnih intervalih pri stalnem mešanju (307 obratov/min) in pri 
konstantni temperaturi 25 °C, začetni zamik pred injiciranji je bil 180 s. Testirali smo tudi 
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titracijo pufra v pufer in titracijo D22 v pufer kot negativno kontrolo. Povprečno vrednost 
kcal/mol titracije D22 v pufer smo odšteli pri vseh meritvah proteinskih vzorcev. Surovi 
podatki ITC so serija vrhov, ki predstavljajo spremembo toplote (oz. moči v referenčni 
celici, potrebne za izenačitev nastale toplote zaradi kemijske reakcije v merilni celici) v 
času. Te smo s programskim paketom Origin7 ITC (MicroCal, ZDA) integrirali po času in 
normalizirali glede na koncentracijo liganda ter izrisali Wisemanov graf odvisnosti 
spremembe entalpije, ki je neposredno odvisna od vezave ter od molarnega razmerja 
liganda in makromolekule. Pri končnih rezultatih je odšteta referenčna meritev (titracija 
raztopine liganda v pufer). Dobljeno izotermno krivuljo smo prilegali na matematično 
funkcijo One Set of Sites (enačba 4), ki za eno ali več enakih vezavnih mest izračuna 
konstanto asociacije (K ), stehiometrijo (n ), spremembo entalpije (H 0) in spremembo 
entropije (S 0). G 0 predstavlja spremembo proste energije. 
∆𝐺0 = −𝑅 𝑇 𝑙𝑛𝐾 = ∆𝐻0 − 𝑇 ∆𝑆0 
… (4) 
3.2.4.6 Površinska plazmonska resonanca 
Površinska plazmonska resonanca je fenomen, ki se pojavi pri odboju svetlobe od 
tankega kovinskega sloja. Del svetlobne energije, ki je usmerjen pod točno določenim 
kotom, lahko interagira z delokaliziranimi elektroni v kovinskem sloju (plazmoni), s čimer 
se zmanjša intenziteta odbite svetlobe. Pri merjenju SPR svetlobni žarek osvetli stekleno 
prizmo in površinski elektromagnetni val se razširi skozi tanek kovinski sloj med snovjo z 
majhnim refraktivnim indeksom (npr. vodo) in snovjo z velikim refraktivnim indeksom 
(steklom), kjer vzbudi plazmone. Pri vezavi analita na ligand, pritrjen na kovinski 
senzorski čip, se spremeni lokalni efektivni refraktivni indeks, kar se odraža v spremembi 
kota odbite svetlobe. To spremembo kota pri SPR merimo v realnem času, s čimer nastane 
senzorgram (slika 10). Velikost spremembe signala SPR je neposredno sorazmerna masi 
vezanega analita (povzeto po Schasfoort, 2017 [154]). 
 
Omersa, N. Vpeljava tehnike predstavitve na ribosomih za proučevanje interakcij proteinov z membranami. 




Slika 10. Princip delovanja površinske plazmonske resonance. Vezava analita na ligand, pritrjen na senzorski 
čip, povzroči spremembo lokalnega refraktivnega indeksa raztopine in posledično spremembo kota odbite 
svetlobe. Leva shema prikazuje delovanje SPR instrumenta, zgornji graf na desni prikazuje spremembo 
odbojnega kota, do katere pride zaradi spremenjenega lokalnega refraktivnega indeksa, spodnji graf na desni 
pa prikazuje spremembo tega kota v odvisnosti od časa, kar imenujemo senzorgram. Slika je prirejena po 
Hodnik in Anderluh, 2009 [155]. 
 
Afiniteto vezave D22 na pritrjena LLO in Y406A smo merili z aparaturo Biacore 
T100 (GE Healthcare, Biacore AB, Švedska). Eksperimenti so bili narejeni pri 25 °C pri 
dveh različnih pH, in sicer pH 5,7 (pufer s sestavo 10 mM MES, 150 mM NaCl) in pH 7,4 
(pufer TBS). Proteina LLO in Y406A smo na senzorski čip CM5 pritrdili z aminskimi 
skupinami po protokolu proizvajalca (GE Healthcare, Biacore AB, Švedska). 
Karboksimetilno dekstransko površino senzorskega čipa smo aktivirali s 7-minutnim 
injiciranjem mešanice 0,4 M 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid hidroklorida 
(EDC) in 0,1 M N-hidroksi sukcinimida (NHS) pri pretoku 5 l/min. Proteina LLO in 
Y406A z izoelektrično točko 7,17 smo za pritrjanje na senzorski čip redčili v pufru 10 mM 
Na acetat, pH 5,8, do koncentracije 20 g/ml (LLO 150-kratno redčenje, Y406A 
350-kratno redčenje). Skozi referenčne pretočne celice smo namesto liganda injicirali 
samo pufer. Proste reaktivne skupne smo nato deaktivirali s 7-minutnim injiciranjem 1 M 
etanolamina s HCl. Dosežen odziv po pritrjanju LLO je bil 312 RU, po pritrjanju Y406A 
pa 332 RU. Testirali smo tudi obratno vezavo, s pritrjenim D22 in LLO/Y406A kot 
analitom, vendar se sistem ni obnesel zaradi prevelike vezave LLO na referenčno pretočno 
celico oz. mikrotekočinski sistem. Podatke o vezavi smo pridobili z zaporednimi 
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120-sekundnimi injiciranji D22 s koncentracijami 25 nM–51,2 M pri pretoku 30 l/min. 
Regeneracijske raztopine nismo uporabljali, temveč smo se poslužili daljše disociacije 
(400–900 s), da je D22 sam disociiral z liganda. Senzorgrame smo obdelali s programom 
Biacore T100 Evaluation software (GE Healthcare, Bio-Sciences AB, Švedska). KD smo 
pridobili s prileganjem dobljenih odzivov na model dinamičnega ravnotežja. Predstavljene 
afinitete vezave (KD) predstavljajo povprečje in s. d. 3–6 meritev. 
Interakcije D22 z membrano, membransko vezanima LLO in Y406A in vezavo 
LLO  D22 ter Y406A  D22 na membrano smo merili z aparaturo Biacore X100 (GE 
Healthcare, Biacore AB, Švedska) pri 25 °C s senzorskim čipom L1 (GE Healthcare, 
Biacore AB, Švedska), ki ima na zlato površino vezan karboksimetil dekstran s kovalentno 
vezanimi lipofilnimi ostanki in je na ta način prilagojen za vezavne teste z lipidnimi 
vezikli. Senzorski čip L1 smo najprej uravnotežili s pufrom (20 mM MES, 150 mM NaCl, 
pH 5.7), nato pa nanj nanesli velike enoslojne vezikle (LUVs) z 10-minutnim injiciranjem 
pri pretoku 5  l/min. Na merilno pretočno celico (Fc2) smo vezali LUV z lipidno sestavo 
POPC : holesterol, 3 : 2 (mol : mol), na referenčno pretočno celico (Fc1) pa LUV iz 100 % 
POPC za merjenje nespecifičneih interakcij, saj se LLO na takšne vezikle ne veže. Šibko 
vezane vezikle smo sprali z 2-kratnim zaporednim injiciranjem 200 mM NaOH in 
nespecifična vezavna mesta zapolnili z 2-kratnim injiciranjem BSA (0,5 mg/ml, z dodanim 
10 mM DTT) ter testirali odziv s samim pufrom. Vsi proteinski vzorci za meritve SPR so 
vsebovali 10 mM DTT. Za proučevanje vezave D22 na membransko vezan CDC smo 
preko LUV najprej injicirali 100 nM LLO ali 100 nM Y406A (asociacija 3 min pri pretoku 
5 l/min, disociacija 5 min). Sledilo je injiciranje pufra kot slepa vezava, nato pa smo 
preko CDC injicirali še 5 M D22 (asociacija 3 min pri pretoku 5 l/min, disociacija 
20 min). Za proučevanje interakcij skupkov D22 in Y406A z membranami smo preko 
LUV injicirali predhodno pripravljeno mešanico 5 M D22 in 100 nM Y406A (predhodna 
inkubacija 45 min pri 22 °C, nato pa asociacija 3 min pri pretoku 5 l/min, disociacija 
20 min). Od dobljenih odzivov smo odšteli odzive samega pufra. Vsako interakcijo smo 
preverili z vsaj tremi meritvami. Podatke smo obdelali s programsko opremo 
BiaEvaluation v3.2 (GE Healthcare, Bio-Sciences AB, Švedska). Senzorgramom smo 
ročno odstranili artefakte ob začetku in koncu injiciranj, ki nastanejo kot posledica 
nenatančnega odštevanja pretočnih celic sistema. 
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Aparaturo Biacore X100 (GE Healthcare, Biacore AB, Švedska) in senzorski čip L1 
(GE Healthcare, Biacore AB, Švedska) smo uporabili tudi za določanje kinetičnih 
parametrov (ka, kd, in KD) interakcij različic TolA-PFOD4 z membranskim holesterolom. 
Te interakcije smo merili v pufru TBS z BSA (50 mM Tris acetat, 150 mM NaCl, 0,5 % 
BSA, pH 7,4) pri temperaturi 25 °C. Uporabljali smo na senzorski čip L1 nanešene majhne 
enoslojne vezikle (SUV) s povprečnim premerom 40 nm. 100 M SUV smo po 
uravnoteženju sistema s pufrom nanesli na površino senzorskega čipa pri pretoku 2 l/min 
do doseženega odziva približno 1100 RU. Na merilno pretočno celico (Fc2) smo vezali 
SUV z lipidno sestavo POPC : holesterol, 1 : 1 (mol : mol), na referenčno pretočno celico 
(Fc1) pa SUV iz 100 % POPC. Nestabilno vezane vezikle smo odstranili z dvakratnim 
30-sekundnim pulzom 100 mM NaOH, nato pa v načinu titracije znotraj enega cikla (ang. 
single cycle) injicirali pufer za negativne kontrole (prvi trije cikli) oz. proteinski vzorec pri 
petih naraščajočih koncentracijah. Pufri za negativne kontrole so bili pripravljeni tako da 
so se v največji možni meri ujemali s proteinskim vzorcem (izenačena količina BSA, 
volumen v mikrocentrifugirki itd.). Za različico TolA-PFOD4 14 smo uporabili območje 
koncentracij 1 nM–1 M, za različici TolA-PFOD4 00 in TolA-PFOD4 38 pa 25 nM–
4 M. Vzorce smo injicirali pri pretoku 30 l/min 45–180 s. Sistem smo po koncu vsake 
serije proteinskih vzorcev ali negativnih kontrol porušili s trikratnim 60-sekundnim 
injiciranjem 40 mM oktil glukozida in za naslednjo meritev ponovili pritrjanje SUV itd. 
Dobljene senzorgrame smo obdelali s programom BiaEvaluation v3.2 (GE Healthcare, 
Bio-Sciences AB, Švedska). Od odzivov vzorcev smo odšteli ozadje (odziv pufra). 
Nenadna zvišanja signala zaradi nenatančnega odštevanja odziva na pretočnih celicah smo 
odstranili s programom Scrubber 2 (BioLogic Software, Avstralija). Na podlagi 
disociacijskih grafov smo določili, ali gre v sistemu za eno ali več interakcij [156, 157]. 
Disociacijski graf je funkcija naravnega logaritma količnika odziva med fazo disociacije 
in maksimalnega odziva, doseženega ob koncu injiciranja vzorca (enačba 5). 





pri čemer je R odziv, merjen v fazi disociacije, R0 pa odziv, izmerjen ob koncu 
injiciranja. V primeru reakcije s stehiometrijo vetave 1 : 1 je ta funkcija v odvisnosti od 
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časa linearna. Kinetične parametre smo določili na podlagi obdelanih podatkov s 
prilagojenim modelom vezave na heterogen ligand. Enačbe, uporabljene pri prileganju na 
ta model, so opisane v poglavju Dodatek (str. 102). Osnovni model vezave na heterogen 
ligand, zasnovan v programu BiaEvaluation v3.2, smo prilagodili tako, da smo vnesli 
pričakovane začetne vrednosti parametrov ka in kd. Za komponento 1 smo vnesli vrednosti, 
pridobljene s prileganjem rezultatov TolA-PFOD4 00 na model vezave 1 : 1, za 
komponento 2 pa vrednosti, pridobljene z globalnim prileganjem kinetičnih parametrov po 
modelu heterogen ligand za prevladujočo komponento TolA-PFOD4 14. Te kinetične 
parametre smo nato pri prilagojenem modelu vezave na heterogen ligand na 
eksperimentalne podatke prilegali lokalno. Afiniteta vezave KD je izračunana kot količnik 
kd/ka. S prileganjem eksperimentalnih podatkov na prilagojen model vezave na heterogen 
ligand smo dobili izračunane tudi maksimalne odzive (Rmax) za posamezni komponenti. 
Prispevek komponente 1 k celokupni vezavi smo izračunali kot odstotek odziva, ki ga ta 
komponenta predstavlja glede na Rmax (enačba 6). 
𝑃𝑟𝑖𝑠𝑝𝑒𝑣𝑒𝑘 𝑘𝑜𝑚𝑝𝑜𝑛𝑒𝑛𝑡𝑒 1 =  
𝑅𝑚𝑎𝑥1
(𝑅𝑚𝑎𝑥1 +  𝑅𝑚𝑎𝑥2)
 ∙ 100 
… (6) 
Titracije TolA-PFOD4 na membrane s holesterolom smo za vsako različico ponovili 
vsaj trikrat in rezultate predstavili kot povprečje teh meritev  s. d. 
3.2.4.7 Sedimentacijski test z lipidnimi vezikli 
Sedimentacijski test smo uporabili za primerjanje odstotka D22, ki se je vezal na 
membrano MLV z lipidno sestavo POPC : holesterol, 3 : 2 (mol : mol). Vezava je potekala 
v pufru s sestavo 20 mM MES, 150 mM NaCl, pH 5,7. Posamezne rekombinantne proteine 
(za kontrole) ali mešanice rekombinantnih proteinov (1,5 g LLO/Y406A + 2,4 g D22, 
kar pomeni da je D22 v 5-kratnem molarnem prebitku) smo 15 min inkubirali pri 22 °C, 
da je potekla interakcija. Vzorcem smo dodali 2,4 mM MLV (1300-kratni molarni 
prebitek) in inkubirali nadaljnjih 15 min. Vezikle z vezanimi proteini oz. proteinskimi 
skupki smo nato posedli s centrifugiranjem (16100  g, 15 min, 22 °C), sprali s pufrom in 
dobljene usedline, raztopljene v 15 l pufra, analizirali z NaDS-PAGE. Proteini, ki so se 
vezali na MLV, so bili prisotni v usedlinah, tisti, ki se niso vezali, pa v supernatantih. Za 
predstavitev komponent, ki se ne vežejo na vezikle, smo prvi supernatant ponovno 
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centrifugirali in nato analizirali na NaDS-PAGE v prisotnosti 10 mM DTT (nanos »s«). 
Pri testiranju vezave D22 na membransko vstavljen CDC smo vključili še dodaten korak 
spiranja: usedlino smo sprali s pufrom, ponovno centrifugirali in nato na gel nanesli 
supernatant dodatnega spiranja (»i«) in končno usedlino (»p«). Odstotke skupkov 
D22 + LLO in D22 + Y406A smo predstavili na podlagi intenzitet lis po barvanju s 
SimplyBlue SafeStain (Thermo Fisher Scientific, ZDA), kvantificiranih s programom 
ImageJ [158], pri čemer smo odšteli ozadje (vezavo D22 na MLV). Povprečja in s. d. smo 
izračunali na podlagi štirih neodvisnih poskusov.  
3.2.4.8 Sproščanje kalceina iz SUV 
Pripravili smo SUV z lipidno sestavo POPC : holesterol, 3 : 2 (mol : mol), v pufru s 
sestavo 10 mM Hepes, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 80 mM kalcein, pH 8,0. Kalcein v 
raztopini smo odstranili z gravitacijsko gelsko filtracijo z nosilcem Sephadex G-50 (GE 
Healthcare, Združeno kraljestvo). Kot mobilno fazo smo uporabili pufer, s katerim smo 
pripravili vezikle. Posameznim frakcijam smo pomerili fluorescenco v mikrotitrski plošči 
z neprozornimi jamicami. Uporabili smo frakcije, pri katerih je bila fluorescenca po 
dodatku detergenta Triton X-100 vsaj štirikrat večja kot fluorescenca redčenega vzorca. 
Sproščanje kalceina iz veziklov smo spremljali pri pH 8,0 (10 mM Hepes, 150 mM NaCl, 
1 mM EDTA, pH 8,0) in pH 6,5 (10 mM Hepes, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 6,5) ob 
dodatku različnih kombinacij proteinov 1 M LLO ali Y406A in 5 M D22. Meritve smo 
opravili na mikrotitrskih ploščah s črnimi stenami s čitalnikom mikrotitrskih plošč Synergy 
MX Multi-Mode Reader (BioTek, ZDA). Od dobljenih fluorescentnih signalov smo odšteli 
ozadje (pomerjeno v jamici, kjer so bili samo kalceinski vezikli in D22). Rezultate smo 
prikazali kot odstotek iz veziklov sproščenega kalceina 20 min po dodajanju vzorcev v 
primerjavi s popolno sprostitvijo kalceina iz veziklov, ki smo jo za tem dosegli z dodatkom 
2 mM detergenta Triton X-100. 
 
3.2.5 Statistična analiza 
Eksperimentalni podatki posameznih meritev so na slikah prikazani s točkami, 
zraven pa je podano povprečje meritev in standardna deviacija (s. d.). Razlike med vzorci 
smo določali z neparnim Studentovim dvostranskim t-testom za vzorce z enakimi 
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variancami. Enakost varianc smo ocenili z F-testom z dvema vzorcema. Kot statistično 
značilno različne smo označili vzorce s p vrednostjo, manjšo od 0,05 (*) oz. manjšo od 
0,001 (***). Vsi eksperimenti so bili ponovljeni vsaj trikrat in predstavljajo biološke 
ponovitve.
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4.1  Priprava proteinskega ogrodja za spreminjanje aktivnosti CDC z 
uporabo predstavitve na ribosomih 
4.1.1 Izbor proteinskega ogrodja za vezavo na CDC 
Načrt genske knjižnice DARPin-ov smo pripravili na podlagi ohranjenih zaporedij 
različnih naravnih proteinov z ankirinskimi ponovitvami [114, 121, 144, 159]. Raznolikost 
sintetizirane genske knjižnice DARPin-ov smo ocenili na 109. Sintetizirano DNA (500 ng) 
smo pomnožili s PCR in produkt (slika 11) uporabili kot začetno knjižnico DARPin-ov. 
 
 
Slika 11. Izhodni genski knjižnici scFv in DARPin. Agarozna gelska elektroforeza PCR pomnožkov 
sintetiziranih genskih knjižnic; 1: molekulski standard  DNA (10 l); 2: genska knjižnica scFv, pomnožena 
z začetnimi oligonukleotidi TMARGH2-for in scFv-rev2 (2 l); 3 in 4: genska knjižnica DARPin, 
pomnožena z začetnimi oligonukleotidi MB2121-PCRF in MB2121-PCRR (2 l); 5: molekulski standard 
GeneRuler (5 l). 
 
Pravilnost načrtovanega zaporedja smo preverili z določanjem nukleotidnega 
zaporedja štiriindvajsetih klonov. S testom χ2 smo potrdili, da je vgradnja nukleotidov in 
aminokislin na mesta za naključno vgradnjo pred selekcijo naključna. S tem smo deloma 
potrdili kvaliteto in raznolikost začetne knjižnice. 
Tehniko predstavitve na ribosomih smo izvajali z manjšimi prilagoditvami 
objavljenih protokolov [133, 134, 139, 143, 160], pri čemer smo reakcijsko mešanico za 
in vitro transkripcijo in translacijo proteinov prilagodili na ostale občutljive komponente v 





poglavju Metode). Za vsak izolat ribosomskega ekstrakta 30 S in za vsako zalogo 
reakcijske mešanice Premix A posebej smo prilagodili koncentracijo kalijevega glutamata, 
magnezijevega acetata, polietilen glikola ali trehaloze in količino ribosomskega ekstrakta. 
Pri tehniki predstavitve na ribosomih je že manjše odstopanje od optimalne koncentracije 
povzročilo, da sistem za in vitro sintezo proteinov ni več deloval. Kot najbolj kritični so se 
izkazali natančno uravnavanje pH energijskih molekul (ATP, GTP, cAMP), koncentracija 
magnezijevega acetata in količina ribosomskega ekstrakta 30 S. 
Aktivnost sistema za in vitro transkripcijo in translacijo smo ugotavljali ločeno, s 
sočasno proizvodnjo -laktamaze v enakem vektorju kot želen protein za selekcijo s 
predstavitvijo na ribosomih in nato uspešnost proizvodnje tega encima preverjali s 
kolorimetričnim nitrocefinskim testom. Uspešno proizvedena -laktamaza je razgrajevala 
rumeno obarvan nitrocefin v rdeče obarvan produkt, kar smo lahko spektrofotometrično 
kvantificirali. 
Selekcijski pritisk za izbor DARPin-ov, ki so se močno vezali na pritrjeno tarčno 
molekulo (LLO), smo izvajali s spiranjem vezanih skupkov PRM s pufrom za spiranje. 
Selekcijski pritisk smo tekom selekcije stopnjevali. Pri prvem krogu selekcije smo vezane 
skupke s pufrom za spiranje sprali petkrat. Pri začetnih krogih selekcije so bili na agaroznih 
geli vidni tudi fragmenti velikosti 100 baznih parov (bp) ali manj (slika 12), ki smo jih 
pripisali prebitku začetnih oligonukleotidov glede na količino DNA v reakciji, saj je bila 
količina vezanih skupkov in posledično mRNA ter DNA v začetnih krogih majhna zaradi 
uporabe genske knjižnice z naključno vgrajenimi nukleotidi. Predvsem pri scFv je bilo pri 
začetnih krogih selekcije vidno tudi veliko produktov drugih velikosti, ki so se pojavili 
zaradi različno dolgih prepisanih mRNA in ohranili zaradi blagih pogojev spiranja [139]. 
V takšnih primerih smo fragmente z velikostjo, ki je odgovarjala scFv ali DARPin-om, 
izrezali iz gela, očistili, ter to DNA uporabili za nadaljevanje selekcije. 
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Slika 12. DNA, pridobljena po prvem krogu selekcije na LLO s predstavitvijo na ribosomih. Agarozna gelska 
elektroforeza z različnimi nanosi. 1: molekulski standard GeneRuler (5 l); 2: scFv, pomnožen z začetnimi 
oligonukleotidi scFv-for in scFv-rev (velikost 782 bp) – selekcija na LLO (4 l); 3: DARPin, pomnožen z 
začetnimi oligonukleotidi MB2121-PCRF in MB2121-PCRR (velikost 523 bp) – selekcija na LLO (4 l); 
4: negativna kontrola, -laktamaza (velikost 887 bp) – selekcija na LLO (4 l); 5: negativna kontrola, PCR 
na reakcijo, ki v prejšnjem koraku ni vsebovala reverzne transkriptaze (brez DNA) (4 l); 6: pozitivna 
kontrola, PCR na reakcijo reverzne transkripcije na izhodno DARPin RNA (velikost 523 bp) (4 l); 
7: prazno; 8: molekulski standard  DNA (10 l). Vsi izseki so iz istega agaroznega gela. 
 
Spiranje skupkov PRM smo stopnjevali do končnega devetkratnega spiranja (5-krat 
brez stresanja, 2-krat 20 min s stresanjem, 1-krat 40 min s stresanjem, 1-krat brez stresanja) 
pri šestem krogu selekcije. DARPin-i so se specifično vezali na tarčno molekulo že po 
četrtem krogu selekcije (na agaroznem gelu ni bilo vidne vezave na proteine, nesorodne 
LLO), vendar smo vseeno naredili še dva kroga selekcije in nekaj klonov obogatenih 
DARPin-ov po šestih krogih selekcije s predstavitvijo na ribosomih izolirali iz bakterijskih 
celic. 
Kot vezavni ogrodji smo začeli testirati scFv in DARPin, vendar smo se kmalu 
usmerili samo na DARPin, ker je za obogatitev potrebnih manj krogov v primerjavi s scFv 
(slika 13) in ker ga je enostavneje pridobivati v pravilno zviti obliki ter v večji količini. Pri 
scFv smo imeli težave s pridobivanjem celotnega konstrukta zaradi razpadanja in pogostih 









Slika 13. DNA, pridobljena po šestem krogu selekcije na LLO s predstavitvijo na ribosomih – agarozna 
gelska elektroforeza. 1: molekulski standard za  DNA (5 l); 2: scFv, pomnožen z začetnimi oligonukleotidi 
scFv-for in scFv-rev2 – selekcija na TNF (3 l); 3: scFv, pomnožen z začetnimi oligonukleotidi scFv-for 
in scFv-rev2 – selekcija na TNF (3 l); 4: DARPin, pomnožen z začetnimi oligonukleotidi MB2121-PCRF 
in DARP-rev3 – selekcija na LLO (3 l); 5: DARPin, pomnožen z začetnimi oligonukleotidi MB2121-PCRF 
in DARP-rev3 – selekcija na TNF (3 l). 
 
S testom 2 z dvajsetimi stopinjami prostosti smo s primerjanjem razmerij med 
opaženimi in pričakovanimi aminokislinami po posameznih mestih za naključno 
vgrajevanje kodonov po selekciji in normiranjem na stanje pri začetni knjižnici potrdili, da 
je po šestih krogih selekcije prišlo do obogatitve: na skoraj vseh (sedemnajstih od 
dvajsetih) mestih za naključno vgrajevanje kodonov je prišlo do statistično značilnih razlik 
(stopnja statistične značilnosti (p) po testu 2 je bila manjša od 0,01) v primerjavi z 
normiranimi vrednostmi, odstopanja od intervala, ki opisuje naključne dogodke, 0,5–2,0 
(Obs/Nom) so bila večja in trikrat pogostejša v primerjavi z začetno knjižnico. 
 
4.1.2 Priprava rekombinantnih proteinov za spreminjanje aktivnosti CDC 
4.1.2.1 DARPin 22 (D22) 
D22 je eden izmed klonov DARPin-ov, ki so se obogatili po šestih krogih selekcije 
s predstavitvijo na ribosomih na tarčno molekulo LLO. Podrobneje smo ga analizirali, ker 
se je vezal na Y406A in preprečeval njegovo aktivnost, ni pa zaviral aktivnosti LLO niti 
se vezal na LLO v raztopini. To smo ugotovili s hemolizo, rezultati so opisani na str. 63–
64. Slika 14 prikazuje zaporedje D22 in njegovo predpostavljeno tridimenzionalno 
zgradbo z oranžno označenimi aminokislinami, ki so unikatne za D22. 
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Slika 14. DARPin 22 (D22). a) Primarna zgradba D22 s pripisano sekundarno zgradbo (-vijačnice in 
-obrati) in razčlenitvijo na module. Mesta z aminokislinami, značilnimi samo za to različico, so označena 
z oranžno barvo. b) Predpostavljena terciarna zgradba D22 na podlagi tridimenzionalne zgradbe DARPin-a, 
ki se veže na -verigo tubulina (PDB ID 4DUI). Mesta z naključno vgrajenimi aminokislinami pri D22 so 
označena z oranžno barvo. 
 
Rekombinantni protein D22 smo pripravili s plazmidnim vektorjem pProEX HTb in 
bakterijskim sevom E. coli BL21 (DE3). Protein smo iz bakterijskih celic izolirali z 
nikelj-afinitetno kromatografijo (kromatogram prikazan na sliki 15 a), mu odcepili 
histidinsko oznako s proteazo virusa jedkanja tobaka (TEV, ang. tobacco etch virus) in 
ponovili nikelj-afinitetno kromatografijo (slika 15 b), pri čemer se je želeni protein eluiral 
s kolone kot nevezana frakcija. Molekulska masa rekombinantnega proteina D22 brez 
histidinske oznake je bila 18 kDa. Čistost končnega vzorca rekombinantnega proteina smo 
preverili z NaDS-PAGE z dodatkom DTT (slika 15 c). Opazili smo, da D22 v odsotnosti 






Slika 15. Čiščenje rekombinantnega proteina D22. a) Elucijski profil prve stopnje dvostopenjske 
nikelj-afinitetne kromatografije. Sivo je osenčena frakcija, ki vsebuje želen rekombinantni protein s 
heksahistidinsko oznako. b) Elucijski profil druge stopnje dvostopenjske nikelj-afinitetne kromatografije. 
Sivo je osenčena frakcija, ki vsebuje očiščen rekombinantni protein D22 brez heksahistidinske oznake. 
c) Analiza čistosti rekombinantnega proteina D22 (5 g) z NaDS-PAGE po dvostopenjski nikelj-afinitetni 
kromatografiji. Proteinski vzorec na gelu vsebuje 40 mM DTT. std označuje proteinski standard. 
 
4.1.2.2 Mutantni protein LLO Y406A (Y406A) 
Y406A, ki je od pH odvisna različica proteina LLO [29], smo pripravili z vektorjem 
pProEX HTb in bakterijskim sevom E. coli BL21 (DE3) pLysS. Protein smo iz 
bakterijskih celic izolirali in očistili na podoben način kot D22. Kromatograma 
nikelj-afinitetnih kromatografij sta prikazana na sliki 16, analiza čistosti proteina Y406A 
pa na sliki 17. Molekulska masa rekombinantnega proteina Y406A je bila 56,3 kDa. 
 
 
Slika 16. Čiščenje rekombinantnega proteina Y406A. a) Elucijski profil prve stopnje dvostopenjske 
nikelj-afinitetne kromatografije. Sivo je osenčena frakcija, ki vsebuje želen rekombinantni protein s 
heksahistidinsko oznako. b) Elucijski profil druge stopnje dvostopenjske nikelj-afinitetne kromatografije. 
Sivo je osenčena frakcija, ki vsebuje očiščen rekombinantni protein Y406A brez heksahistidinske oznake. 
 
Zanimivo je, da se v raztopini D22 močno veže na Y406A, ne pa na intakten divji 
tip LLO. Poleg v uvodu opisanih razlik med različicama proteina LLO smo opazili tudi 
različen profil potovanja nedenaturiranih proteinov po poliakrilamidnem gelu brez 
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prisotnosti denaturanta (Blue Native-PAGE), kjer je LLO viden kot razpršena lisa v 
primerjavi z dosti bolj kompaktnim profilom pri Y406A (slika 17). Znano je, da se LLO 
ne veže le na holesterol, temveč tudi na sladkorje [161,162], interakcije LLO z različnimi 
komponentami sistemov pa smo opazili tudi pri kromatografiji z ločevanjem po velikosti, 
površinski plazmonski resonanci, testu ELISA itd. Molekulska masa rekombinantnega 
proteina LLO je bila 56,4 kDa. 
 
 
Slika 17. Analiza čistosti rekombinantnega proteina Y406A in primerjava različnih profilov rekombinantnih 
proteinov LLO in Y406A na PAGE. std, proteinski standard za NaDS-PAGE z znanimi velikostmi proteinov; 
1: LLO, 2 g; 2: Y406A, 2 g; 3: LLO, 5 g; 4: Y406A, 5 g. a) NaDS-PAGE v prisotnosti 40 mM DTT; 
b) PAGE brez denaturanta (Blue Native-PAGE) v prisotnosti 25 mM DTT za primerjavo. 
 
4.1.3 Vpliv vezave D22 na delovanje Y406A 
Po šestih krogih selekcije DARPin-ov na LLO s tehniko predstavitve na ribosomih 
smo izvedli test ELISA in hemolizo s celičnimi lizati štiridesetih klonov DARPin-ov. S 
testom ELISA smo dobili grobe kvalitativne ocene vezave in opazili, da so se nekateri 
DARPin-i, npr. D30, vezali tako na LLO, pritrjen na podlago z uporabo sistema 
neutravidin-biotin, kot na pritrjenega neposredno na podlago, večina pa se je vezala le na 
slednjega (slike niso prikazane). Tri klone, ki so pri tem testu izkazovali najboljšo vezavo, 
smo očistili v manjšem merilu in napravili prilagojeni test ELISA za oceno afinitete 
vezave. Različice DARPin-ov D6, D22 in D30 so se vezale na LLO s KD v mikromolarnem 
območju. Slike 18–20 prikazujejo rezultate prilagojenega testa ELISA – krivulje 





narejen z vezavo DARPin-a na pritrjen LLO, za D22 pa obratno, z vezavo LLO na D22. 
Pri tem je vidna nespecifična vezava LLO na podlago, ki smo jo zaznali tudi pri drugih 
testih (npr. SPR). Popolne nasičenosti krivulje kljub velikim koncentracijam liganda nismo 
dosegli, verjetno zaradi prevelike količine primarnih protiteles ali predolge inkubacije z 
njimi, zato so ocene KD okvirne. 
 
Slika 18. Vezava D6 in LLO, določena s testom ELISA – nelinearna regresija D6. Ocenjena KD je 100–













Slika 19. Vezava DD22 in LLO, določena s testom ELISA – nelinearna regresija D22. Levo: surovi signali 
ELISA; desno: odštet signal negativne kontrole (nespecifična vezava LLO na podlago). Ocenjena KD je 480–
740 nM. R2 = 0,984. 
 
Slika 20. Vezava D30 in LLO, določena s testom ELISA – nelinearna regresija D30. Ocenjena KD je 3,3–
4,9 M. R2 = 0,977. 
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S testom hemolize s celičnimi lizati DARPin-ov smo ugotovili, da nobena izmed 
prvih štiridesetih testiranih različic po šestih krogih selekcije s predstavitvijo na ribosomih 
ni zavirala biološke aktivnosti LLO – nastanka por (slika ni prikazana). Ena izmed različic 
DARPin-ov, D22, pa je zavirala nastanek pore LLO Y406A (v nadaljevanju Y406A) (slika 
1 v poglavju Uvod, str. Error! Bookmark not defined.), ki je mutirana, od pH odvisna 
različica LLO [29]. Zaviranje aktivnosti Y406A smo potrdili z izoliranim in očiščenim 
proteinom D22 (slika 21). V nadaljevanju smo se osredotočili na proučevanje interakcije 
D22 in Y406A. 
 
 
Slika 21. Vpliv D22 na hemolizo LLO in Y406A pri a) kislem (5,7) in b) nevtralnem (7,4) pH. LLO je 
aktiven pri obeh testiranih vrednostih pH, Y406A pa tako v prisotnosti kot v odsotnosti D22 pri pH 7,4 ni 
aktiven. D22 zavira aktivnost Y406A pri pH 5,7, na LLO pa nima vpliva. Grafa prikazujeta maksimalno 
hitrost hemolize v odvisnosti od koncentracije LLO oz. Y406A. Prikazano je povprečje  s. d., n = 3. 
 
Vezava D22 na Y406A je bila specifična. D22 se je namreč v raztopini vezal le na 
Y406A in ne na druge proteine, homologne Y406A, kot so LLO, PFO in PFO Y381A, ki 
je mutantni protein PFO z analogno mutacijo, kot jo predstavlja Y406A pri LLO. Poleg 
tega sorodni DARPin-i, pridobljeni sočasno po šestih krogih selekcije s predstavitvijo na 






Slika 22. Specifičnost D22. Hemolitičnost 2,3 nM CDC pri pH 5,7 ob dodatku različnih DARPin-ov (5 M): 
D22 je imel zaviralni učinek na aktivnost Y406A, ne pa na aktivnost ostalih ozko sorodnih proteinov; ostali 
DARPin-i, izolirani po šestih krogih selekcije s predstavitvijo na ribosomih (npr. D6 in D30), pa niso zavirali 
hemolitične aktivnosti Y406A. 100-odstotna hemolitičnost je določena kot hemolitičnost posameznega CDC 
v odsotnosti DARPin-a. Prikazane so posamezne meritve, povprečja in s. d., n = 2–6. 
 
Rezultate hemolize smo potrdili še na drugačnem membranskem sistemu, in sicer na 
SUV z lipidno sestavo POPC : holesterol, 3 : 2 (mol : mol). LLO in Y406A tudi v takih 
membranah delata pore na podoben način kot v membranah eritrocitov. D22 na delovanje 
LLO ni vplival, aktivnost Y406A pri pH 6,5 pa je uspešno zaviral (slika 23), kar smo 
kvantificirali na podlagi fluorescence z odstotkom iz veziklov sproščenega kalceina. 
 
 
Slika 23. Sproščanje kalceina kot posledica nastanka citolizinskih por v membranah SUV z lipidno sestavo 
POPC : holesterol, 3 : 2 (mol : mol), pri a) pH 6,5 in b) pH 8. Prikazane so posamezne meritve in povprečja 
s s. d., n = 6. 
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4.1.4 Biofizikalne lastnosti vezave D22-Y406A 
Z uporabo različnih tehnik za merjenje molekulskih interakcij smo proučevali 
lastnosti interakcije D22 in Y406A. S površinsko plazmonsko resonanco (SPR) smo 
ugotovili, da se D22 v primeru, ko sta LLO in Y406A pritrjena neposredno na podlago, 
veže na oba s približno enako afiniteto (KD), ki je v mikromolarnem območju (sliki 24 in 
25). Prikazani so rezultati vezave pri pH 7,4, testirali pa smo tudi vezavo pri pH 5,7. 
Afiniteta vezave D22 je bila pri obeh pH v enakem območju. 
 
 
Slika 24. Vezava D22 na LLO, pritrjen na senzorski čip CM5, pri pH 7,4. Graf na levi strani prikazuje eno 
serijo injiciranj devetih koncentracij (200 nM–51,2 M) D22, pri čemer je bilo injiciranje D22 s 
koncentracijo 3,2 M za kontrolo ponovljivosti izvedeno dvakrat. Graf na desni strani prikazuje odzive po 
doseženi stabilni vezavi D22 in LLO v odvisnosti od koncentracije D22. KD je izračunana s prileganjem 
dobljenih odzivov modelu dinamičnega ravnotežja in znaša 1,8  0,3 M (povprečje  s. d., n = 6). 
 
Slika 25. Vezava D22 na Y406A, pritrjen na senzorski čip CM5, pri pH 7,4. Graf na levi strani prikazuje eno 
serijo injiciranj devetih koncentracij (25 nM–25,6 M) D22, pri čemer je bilo injiciranje D22 s koncentracijo 
1,6 M za kontrolo ponovljivosti izvedeno dvakrat. Graf na desni strani prikazuje odzive po doseženi stabilni 
vezavi D22 in Y406A v odvisnosti od koncentracije D22. KD je izračunana s prileganjem dobljenih odzivov 





Pri merjenju interakcij v raztopini, kjer so proteini nemodificirani (npr. 
kromatografija z ločevanjem po velikosti in izotermalna titracijska kalorimetrija), se D22 
ni vezal na LLO, opazili pa smo močno vezavo D22 na Y406A (sliki 26 in 27). Poskusi s 
kromatografijo z ločevanjem po velikosti so pokazali, da je bila stehiometrija vezave 
D22 : Y406A = 1 : 1, saj se je pri predhodno inkubiranih vzorcih v ekvimolarnih razmerjih 
celotna količina D22 vezala na Y406A, medtem ko pri predhodno inkubiranih vzorcih D22 
in LLO ni bilo opaziti skupkov proteinov. Iz kromatograma je razviden tudi različen 
elucijski profil proteinov LLO in Y406A. Podobno smo opazili pri PAGE v odsotnosti 
denaturanta (Blue Native PAGE, slika 17). Poleg tega sta se s kolone oba eluirala kasneje, 
kot bi pričakovali glede na molekulske velikostne standarde, LLO še posebej, kar nakazuje 
na interakcije proteina s komponentami nosilca kolone, najverjetneje sladkorji [161]. 
 
 
Slika 26. Analiza vezave D22 na LLO in na Y406A s kromatografijo z ločevanjem po velikosti (SEC) pri 
pH 7,4. Elucijski vrhovi proteinov in proteinskih skupkov so označeni s trikotniki. S prekinjenimi črtami so 
označeni elucijski vrhovi proteinov z znano molekulsko maso. Vzorci niso vsebovali reducenta. 
 
Vezava D22 na Y406A v raztopini je najverjetneje potekala z drugim epitopom na 
Y406A kot v primeru vezave D22 na pritrjen Y406A, saj so bile izmerjene afinitete v 
raztopini večje. ITC je metoda za merjenje interakcij v raztopini in omogoča natančno 
določanje afinitete vezave oz. ravnotežne konstante asociacije (KA) [163]. Z ITC smo 
titrirali raztopino D22 v LLO ali Y406A. Meritve smo izvajali pri pH 5,7 ter tako v 
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prisotnosti kot v odsotnosti reducenta (5 mM 2-merkaptoetanola). Na oba načina smo 
dobili podobne rezultate (meritve brez reducenta niso prikazane). Na podlagi rezultatov 
štirih neodvisnih ponovitev eksperimentov smo z ITC potrdili rezultate analize vezave s 
kromatografijo z ločevanjem po velikosti, da se D22 ne veže na LLO v raztopini, za 
interakcijo D22 in Y406A pa smo izmerili afiniteto vezave (KD) 114  43 nM (povprečje in 
s. d., n = 4) (slika 27). Reakcija vezave D22 na Y406A je bila eksotermna, kar je bilo 
razvidno iz negativne spremembe toplote (oz. povratne moči, ang. differential power 
[cal/s]), kar pomeni, da je toplota, nastala zaradi kemijske reakcije, presegla tisto, ki jo je 
lahko dovajala referenčna celica. Izračunana stehiometrija je bila približno 1 (1,0  0,3), 
kar potrjuje, da se je ena molekula D22 vezala na eno molekulo Y406A. Termodinamski 
parametri (slika 27 c) so pokazali, da je bila reakcija pretežno entalpijsko vodena. Obstoja 
dveh vezavnih mest za D22 na Y406A z ITC nismo zaznali. 
 
 
Slika 27. Merjenje afinitete vezave D22 na LLO in Y406A v raztopini z ITC. a) Vezava D22 na LLO in b) 
vezava D22 na Y406A v raztopini (22 mM MES, 150 mM NaCl in 5 mM 2-merkaptoetanol, pH 5,7), 
pomerjena z ITC. Zgornja dela grafov a in b prikazujeta surove podatke injiciranj 54,9 M D22 v raztopino 
5,9 M LLO ali Y406A, spodnja dela grafov pa normalizirane integrirane entalpije vezave v odvisnosti od 
molarnega razmerja proteinov, ki sodelujeta pri interakciji. Točke prikazujejo eksperimentalne podatke, 
neprekinjena črta na grafu b pa predstavlja prileganje odvisnosti modelu, ki upošteva eno ali več enakih 
reakcijskih mest na Y406A. c) Termodinamski podpis reakcije vezave D22 na Y406A. G0: sprememba 
proste energije; H0: sprememba entalpije; –TS: sprememba entropije. Prikazano je povprečje, posamezne 





Z velikostno izključitveno kromatografijo in ITC smo ugotovili, da se D22 veže na 
intakten Y406A v raztopini. V nadaljevanju pa sta površinska plazmonska resonanca 
(SPR) in sedimentacijski test z vezikli pokazala, da do vezave D22 lahko pride tudi na 
membransko vstavljen Y406A (slika 28). Eksperimente SPR smo izvedli pri pH 5,7, ker 
Y406A pri pH, večjem od 6,5, ne tvori por v membranah. Sedimentacijski test smo izvedli 
tudi pri pH 7,4 in dobili primerljive rezultate (rezultati niso prikazani s sliko). Pri SPR smo 
na membrano LUV najprej vezali LLO ali Y406A, nato pa testirali vezavo D22 na 
membransko vstavljena proteina in vezavo opazili le na Y406A. S sedimentacijskim 
testom smo to dodatno potrdili, saj se je proteina D22 statistično značilno več vezalo na 
MLV, predhodno inkubirane z Y406A, kot na tiste, predhodno inkubirane z LLO. 
 
 
Slika 28. Vezava D22 na membransko vstavljen CDC pri pH 5,7. a) Senzorgrami vezave D22 na 
membransko vstavljena LLO in Y406A ter na membrano brez CDC za kontrolo. b) Sedimentacijski test z 
vezikli. Prikazana je analiza z NaDS-PAGE z nanosi vzorcev po centrifugiranju: p (usedlina, ki vsebuje 
MLV in nanje vezane proteine), i (dodatno spiranje usedline) in s (supernatant, v katerem se nahajajo 
proteini, ki se niso vezali na MLV). D22 smo dodali v 5-kratnem molarnem prebitku, zato vedno ostane 
nekaj nevezanega v supernatantu. c) Kvantifikacija vezave D22 na CDC na podlagi sedimentacijskega testa. 
Denzitometrija je narejena s programom ImageJ [158], ozadje (vezava D22 na MLV) je odšteto. Prikazano 
je povprečje, posamezne meritve in s. d., n = 4–6. 
 
S SPR in sedimentacijskim testom z vezikli smo ugotovili, da se je bil Y406A 
zmožen vezati na membrano tudi po tem, ko je bil nanj že vezan D22 (slika 29). To pomeni, 
da D22 ni preprečeval začetnega kontakta Y406A z membrano, temveč je onemogočal 
konformacijske spremembe Y406A v korakih, ki sledijo začetnemu zasidranju v 
membrano. Predhodna inkubacija LLO z D22 ni imela vpliva na vezavo LLO na 
membrano. Skupek LLO-D22 ni nastal in zato D22 nismo zaznali vezanega na membrano. 
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Slika 29. Vezava skupka D22 in CDC na membrano pri pH 5,7. a) Senzorgram vezave skupka Y406A-D22 
na membrano v primerjavi z vezavo posameznih proteinov na membrano. Sam D22 se ni vezal na membrano, 
odziv vezave skupka Y406A-D22 pa je bil zaradi povečanja molekulske mase skupka v primerjavi z vezavo 
samega Y406A ustrezno večji. b) Sedimentacijski test z vezikli. Prikazana je analiza z NaDS-PAGE z nanosi 
vzorcev po centrifugiranju: p (usedlina, ki vsebuje MLV in nanje vezane proteine) in s (supernatant, v 
katerem se nahajajo proteini, ki se niso vezali na MLV). D22 smo dodali v 5-kratnem molarnem prebitku, 
zato vedno ostane nekaj nevezanega v supernatantu. c) Kvantifikacija vezave skupka CDC + D22 na 
membrano na podlagi sedimentacijskega testa. Vezava LLO + D22 je neznatna, ker skupki teh dveh 
proteinov ne nastajajo. Denzitometrija je narejena s programom ImageJ [158], ozadje (vezava D22 na MLV) 
je odšteto. Prikazano je povprečje, posamezne meritve in s. d., n = 5. 
 
4.1.5 Možnosti za uporabo v sintezni biologiji 
Opisani sistem vsebuje številne potenciale za uporabo v sintezni biologiji. To smo 
pokazali na primeru sistema, ki je omogočal tarčno sproščanje molekul, enkapsuliranih v 
veziklih, po principu aktivacije logičnih vrat [164]. Proteinska logična vrata smo postavili 
na membrani, bogati s holesterolom. Sestavljena so bila iz toksina Y406A, ki tvori pore v 
odvisnosti od okoliškega pH, in zaviralnega proteina D22, ki smo ga pritrdili na membrano 
z uporabo lipidov, konjugiranih s kemijskimi skupinami, občutljivimi na razgradnjo z 
reducentom in metaloproteinazo. S tem smo omogočili dodaten nivo uravnavanja in 
povečali nabor možnih vhodnih signalov za aktivacijo sistema. Sistem je bil v neaktivnem 
stanju zavrt z zelo specifičnim proteinskim zaviralcem in s pH  6.5. Logična vrata z 
Booleovo logično operacijo IN-ALI so preklopila sistem v aktivno stanje, ko se je pH v 
okolju spustil pod vrednost 6,5 in je sočasno prišlo še do encimske ali redukcijske 
odcepitve proteinskega zaviralca z membrane. Po aktivaciji sistema so v lipidni membrani 
vezikla nastale velike pore, ki so omogočale hitro in natančno sproščanje želenih molekul, 
velikih do 150 kDa. Opisan sistem je bil modularne narave, kar pomeni da je omogočal 





D22 na lipidno membrano in s tem uporabo dodatnih vhodnih signalov za aktivacijo 
Y406A (slika 30). 
 
 
Slika 30. Shematski prikaz aktivacije sistema proteinskih logičnih vrat na membrani. Prikazano je delovanje 
logičnih vrat po sistemu IN-ALI, kjer le pri kombinaciji nizkega pH ter reducenta ali encima pride do 
aktivacije sistema, to je nastanka pore. TCEP: tris(2-karboksietil)fosfin (reducent); MMP: matriksna 
metaloproteinaza. 
 
4.2  Usmerjena evolucija ohranjene proteinske domene CDC za vezavo na 
membrano 
V drugem sklopu smo se usmerili v uporabo tehnike predstavitve na ribosomih v 
namen proučevanja holesterolne specifičnosti CDC. To smo izvedli z in vitro selekcijo 
proteinskega ogrodja, načrtovanega na podlagi četrte domene perfringolizina O (PFOD4) 
s sedmimi mesti za naključno vgrajevanje kodonov. Ta mesta smo izbrali na podlagi 
objavljene literature, orientaciji stranske verige aminokisline, dostopnosti aminokislinskih 
ostankov topilu in zagotavljanja pokritosti celotne teoretične raznolikosti knjižnice pri 
selekciji.. Teoretična raznolikost naše genske knjižnice je bila ~ 3,4  1010. Velikost in 
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čistost fragmentov genske knjižnice sta bili ustrezni, kar smo preverili z gelsko agarozno 
elektroforezo (slika 31). 
 
 
Slika 31. Analiza velikosti fragmentov in čistosti izhodne genske knjižnice PFOD4. PCR pomnožki 
sintetizirane genske knjižnice, ločeni po velikosti z gelsko agarozno elektroforezo; 1: molekulski standard 
za  DNA (10 l); 2: slepa reakcija PCR (brez polimeraze) (3 l); 3: genska knjižnica PFOD4, pomnožena 
z MB2303-PCRF in MB2303-PCRR (3 l); 4: molekulski standard GeneRuler (5 l). 
 
Pri predstavitvi na ribosomih smo uporabili sklopljeno in vitro reakcijo transkripcije 
in translacije, ker smo na ta način dobili večjo količino proteinov kot v primeru ločenih 
reakcij transkripcije in translacije. Tarčna molekula pri selekciji so bili SUV z lipidno 
sestavo POPC : holesterol, 1 : 1 (mol : mol). Postopek selekcije, določanja nukleotidnih 
zaporedij in njihove analize sta v večji meri opravila Nace Kranjc in Aleksandra Šakanović 
[150]. Večina različic proteinov PFOD4 po selekciji je ohranila domnevni motiv za vezavo 
na holesterol (aminokislinska ostanka T in L ali S in L na mestih 490 in 491, gledano na 
celem proteinu PFO). Obogatila pa so se tudi nekatera zaporedja, ki naj glede na literaturo 
ne bi dopuščala vezave na membrane. Proteine, ki so se po štirih krogih selekcije vezali na 
membrano POPC : holesterol, smo razdelili v dve skupini. Kot pogoste različice smo 
označili tiste, ki so se po določanju nukleotidnega zaporedja s Sangerjevo metodo in z Ion 
Torrent pojavljale najpogosteje in so imele na sedmih mestih za naključno vgrajevanje 
ohranjen aminokislinski motiv WVXTHSL, pri čemer X označuje katerokoli aminokislino, 
ki se je na treh mestih ujemal z divjim tipom. Alternativne različice pa smo poimenovali 
tiste, ki na zadnjih dveh mestih za naključno vgrajevanje kodonov (aminokislinski mesti 
490 in 491 pri celem PFO) niso vsebovale motiva TL, ki naj bi bil ključen za vezavo na 
holesterol [32]. Iz vsake skupine smo izbrali po eno različico, in sicer izmed pogostih 





WVVTHSL (različica 14), in izmed alternativnih različico WVVTHVW (različica 38) ter jih 
skupaj z divjim tipom, AVETRTL (različica 00), molekulsko klonirali in pripravili 
rekombinantne proteine za proučevanje interakcij z membrano. 
 
4.2.1 Priprava rekombinantnih proteinov za proučevanje specifičnosti vezave CDC na 
holesterol z uporabo predstavitve na ribosomih 
Proteine smo pripravili z molekulskim kloniranjem ustreznih različic DNA v 
plazmidni vektor pHT, ki je imel na 5' koncu zapisa za izbrano različico PFOD4 še zapis 
za heksahistidinsko oznako in za TolA. V bakterijskem sistemu za izražanje proteinov 
E. coli BL21 (DE3) pLysS smo proizvedli fuzijske proteine s proteinom TolA, ki je služil 
za povečanje topnosti in stabilnosti PFOD4, ter tako pripravljene rekombinantne proteine 
poimenovali TolA-PFOD4 00, TolA-PFOD4 14 in TolA-PFOD4 38. Rekombinantne 
proteine smo iz bakterijskih lizatov očistili z gravitacijsko nikelj-afinitetno kromatografijo. 
Molekulska masa rekombinantnih proteinov TolA-PFOD4 je bila 24,8 kDa. Čistost 
vzorcev rekombinantnih proteinov smo preverili z NaDS-PAGE z dodatkom DTT (slika 
NaDS-PAGE po gravitacijski nikelj-afinitetni kromatografiji ni prikazana). Različice 
TolA-PFOD4 00 nismo uspeli zadovoljivo očistiti z nikelj-afinitetno kromatografijo, zato 
smo jo dodatno očistili še s kromatografijo z ločevanjem po velikosti (SEC) (slika 32 a). 
Različici TolA-PFOD4 00 in TolA-PFOD4 38 sta še vedno vsebovali nekaj nečistoč ali 
razpadnih produktov fuzije, vendar se teh nismo uspeli znebiti niti z ionsko-izmenjevalno 
kromatografijo (slika NaDS-PAGE po ionsko-izmenjevalni kromatografiji ni prikazana). 
Heksahistidinske oznake nismo odstranjevali. Po čiščenju smo vsem vzorcem z dializo 
zamenjali pufer v 50 mM Tris acetat, 150 mM NaCl, pH 7,4. Končni vzorci proteinov 
TolA-PFOD4, ki smo jih uporabili za proučevanje vezave na membrano, so prikazani na 
sliki 32 b. 
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Slika 322. Dodatno čiščenje rekombinantnega proteina TolA-PFOD4 00. a) Elucijski profil kromatografije 
z ločevanjem po velikosti pri čiščenju TolA-PFOD4 00. Sivo je osenčena očiščena frakcija, s katero smo 
opravljali nadaljnje analize. b) Analiza čistosti različic rekombinantnih proteinov TolA-PFOD4 z 
NaDS-PAGE za proučevanje vezave na membrano. Proteina TolA-PFOD4 14 in TolA-PFOD4 38 sta 
očiščena z nikelj-afinitetno kromatografijo, protein TolA-PFOD4 00 pa po nikelj-afinitetni kromatografiji še 
s kromatografijo z ločevanjem po velikosti (SEC). Vzorci so dializirani v 50 mM Tris acetat, 150 mM NaCl, 
pH 7,4, in vsebujejo 40 mM DTT. std, proteinski velikostni standard; 1: TolA-PFOD4 00, 1 g; 
2: TolA-PFOD4 00, 2 g; 3: TolA-PFOD4 14, 1 g; 4: TolA-PFOD4 14, 2 g; 5: TolA-PFOD4 38, 1 g; 
6: TolA-PFOD4 38, 2 g. 
 
Z merjenjem cirkularnega dikroizma smo pokazali, da imajo različice TolA-PFOD4 
podobno sekundarno zgradbo (slika 33). S tem smo ovrgli možnost, da bi do razlik pri 
vezavi na membrano prihajalo zaradi spremenjene zgradbe katere izmed različic. Prav tako 
smo ovrgli možnost, da bi do razlik v vezavi lahko prišlo zaradi različnih ukrivljenosti 
membran, saj so bili majhni enoslojni vezikli (SUV), s katerimi smo merili interakcije, 
homogeni po velikosti. Premer SUV smo s pomočjo merjenja dinamičnega sipanja 







Slika 33. Spektri cirkularnega dikroizma rekombinantnih proteinov TolA-PFOD4. Na osi y je prikazana 
povprečna molarna eliptičnost na aminokislinski ostanek. 
 
4.2.2 Vezava TolA-PFOD4 na membrano 
Proučevali smo prvi stik PFO z membranskim holesterolom. Za izključitev 
nadaljnjih korakov pri procesu nastajanja pore smo s SPR merili le vezavo različic 
rekombinantnih proteinov TolA-PFOD4. Merili smo kinetiko vezave, kjer lahko poleg KD 
dobimo tudi podatke o hitrostnih konstantah asociacije (ka) in disociacije (kd). Za takšen 
način merjenja so potrebni večji pretoki in manjša količina na senzorski čip pritrjenega 
liganda v primerjavi z merjenjem dinamičnega ravnotežja vezave (ang. steady state 
affinity). Delali smo v načinu titracije petih koncentracij analita v enem ciklu (ang. single 
cycle), po koncu vsakega cikla pa površino senzorskega čipa regenerirali z detergentom in 
za naslednji cikel vezikle nanesli na novo. Testirali smo različne pogoje meritev 
(spreminjali smo koncentracije liganda in analita, hitrost pretoka, čas asociacije in 
disociacije analita). Kot optimalni so se izkazali pogoji, kjer smo na senzorski čip L1 vezali 
SUV do odziva približno 1100 RU, analit injicirali preko senzorskega čipa z vezanim 
ligandom 45 ali 60 s pri pretoku 30 l/min v različnih koncentracijskih območjih glede na 
različico proteina, čas disociacije pa prilagajali glede na hitrost disociacije posamezne 
različice (od 5 do 15 min). Dobljene odzive vezave na membrano smo pri TolA-PFOD4 00 
lahko prilegali na model vezave 1 : 1, pri odzivih TolA-PFOD4 14 in TolA-PFOD4 38 pa 
to ni bilo mogoče, ker je bila v sistemu očitno prisotna dodatna komponenta. Za razlago 
opaženega pojava smo postavili model vezave TolA-PFOD4 na membrano. Na podlagi 
slike 5, predstavljene v Uvodu (str. 9), kjer je prikazano preurejanje površine membrane 
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SUV v odvisnosti od odstotka holesterola v membrani, smo za vezavo TolA-PFOD4 na 
membrano s holesterolom postavili tri bistvene predpostavke: 
1) vezava TolA-PFOD4 na holesterol je mogoča, ko delež holesterola v membrani 
POPC : holesterol preseže 30 mol %, 
2) skupki dveh ali več molekul holesterola se v membrani POPC : holesterol začnejo 
tvoriti pri približno 45 mol % holesterola in 
3) stehiometrija vezave analita (TolA-PFOD4) in liganda (membranskega 
holesterola) je 1 : 1. 
Zaradi tega membrana z lipidno sestavo POPC : holesterol, 1 : 1 (mol : mol), deluje 
kot heterogen ligand, kar pomeni, da na njej obstajata dva različna motiva, na katera se 
analit lahko veže, na vsekega v razmerju 1 : 1. Ta dva motiva sta različno dostopni 
populaciji holesterola v membrani. Program BiaEvaluation v3.2 omogoča prileganje 
vezave na model heterogenega liganda, pri čemer razklopi celokupno vezavo na dve 
komponenti. V našem primeru smo komponenti 1 pripisali vezavo na bolj izpostavljene 
molekule holesterola v membrani, komponenti 2 pa vezavo na manj dostopen holesterol v 
membrani. Vsaki komponenti posebej smo nato s programom prilegali vezavo analita 
TolA-PFOD4, ki je bil pri obeh komponentah enak, na različen ligand po modelu vezave 
1 : 1. Tako smo dobili podatke o kinetičnih parametrih (ka in kd) dveh neodvisnih reakcij, 
katerih seštevek je predstavljal izmerjen odziv pri SPR (enačba 7). 
 
… (7) 
Prileganje na model heterogenega liganda smo dodatno izboljšali z vstavljanjem 
začetnih vrednosti ka in kd. Za komponento 1 smo vstavili vrednosti, ki smo jih dobili z 
natančnim prileganjem odziva vezave TolA-PFOD4 00 na membrano na model vezave 
1 : 1 (ka1 = 1,7  10
3 in kd1 = 9,8  10
-4), za komponento 2 pa vrednosti, ki smo jih dobili s 
prileganjem odziva vezave TolA-PFOD4 14 na model vezave na heterogen ligand brez 
dodatno vnesenih parametrov. ka in kd smo nato prilegali na izmerjene podatke lokalno. 





parametre, so zapisane v poglavju Dodatek (str. 100). Odzive ob asociaciji in disociaciji 
analita smo izračunali z uporabo izpeljanih enačb (enačbi 8 in 9). Enačbi ustrezata modelu 
vezave 1 : 1 oz. posamezni komponenti pri modelu vezave na heterogen ligand. 
𝑅𝑜𝑏 𝑎𝑠𝑜𝑐𝑖𝑎𝑐𝑖𝑗𝑖 =
𝑘𝑎 ∙  𝑅𝑚𝑎𝑥 ∙  𝐴
𝑘𝑎 ∙ 𝐴 + 𝑘𝑑
(1 − 𝑒−(𝑘𝑎 ∙ 𝐴 +𝑘𝑑)(𝑡−𝑡0)) 
… (8) 
𝑅𝑜𝑏 𝑑𝑖𝑠𝑜𝑐𝑖𝑎𝑐𝑖𝑗𝑖 = 𝑅0  ∙  𝑒
−𝑘𝑑(𝑡−𝑡0) 
… (9) 
V nadaljevanju so predstavljeni rezultati SPR s prileganjem izmerjenega odziva na 
prilagojen model heterogenega liganda. Glede na obliko odziva smo določili, da je bila 
stehiometrija vezave TolA-PFOD4 00 in membranskega holesterola 1 : 1. Disociacijski 
graf, pri katerem spremljamo upad odziva med disociacijo analita, je bil namreč v tem 
primeru linearen (slika 34 b). Pri različici TolA-PFOD4 00 je prileganje na model vezave 
na heterogen ligand (seštevek komponent) izgledalo enako kot na model vezave 1 : 1. 




Slika 34. Vezava rekombinantnega proteina TolA-PFOD4 00 na membrano SUV POPC : holesterol, 1 : 1 
(mol : mol). a) Eksperimentalni podatki petih zaporednih 60-sekundnih injiciranj rekombinantnega proteina 
(250–4000 nM) v enem ciklu in prileganje celokupne vezave na prilagojeni model vezave s heterogenim 
ligandom. Na referenčno pretočno celico so bili veziki iz POPC nanešeni do odziva 1260 RU, na merilno 
pretočno celico pa vezikli iz POPC : holesterol, 1 : 1 (mol : mol), do 1140 RU. b) Disociacijski graf, ki je v 
primeru TolA-PFOD4 00 le minimalno odstopal od linearne funkcije (črtkana črta). c) Razklopljena vezava 
z označenimi izračunanimi odzivi komponent 1 in 2 ter seštevkom obeh komponent, ki predstavlja prileganje 
na prilagojen model vezave na heterogen ligand in je bil v tem primeru popolnoma poravnan z odzivom 
komponente 1. 
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Disociacijska grafa pri različicah TolA-PFOD4 14 in 38 sta bila za razliko od 
TolA-PFOD4 00 konkavna (sliki 35 b in 36 b), kar je značilno za bolj kompleksne 
heterogene interakcije. Za vezavo različice TolA-PFOD4 14 na membrano je značilna zelo 
hitra asociacija in disociacija z liganda (slika 35). Takšno vezavo smo pripisali komponenti 
2, ki pri tej različici izrazito prevladuje in predstavlja približno 90 % celokupne vezave. 
Pri meritvah hitre asociacije in disociacije smo se približali omejitvam merjenja kinetičnih 
parametrov z refraktometrom Biacore X100, ki omogočajo merjenje ka v območju 10
3–
107 M-1s-1 in kd v območju 10




Slika 35. Vezava rekombinantnega proteina TolA-PFOD4 14 na membrano SUV POPC : holesterol, 1 : 1 
(mol : mol). a) Eksperimentalni podatki petih zaporednih 45-sekundnih injiciranj rekombinantnega proteina 
(1–250 nM) v enem ciklu in prileganje celokupne vezave na prilagojeni model vezave s heterogenim 
ligandom. Na referenčno pretočno celico so bili veziki iz POPC nanešeni do odziva 1100 RU, na merilno 
pretočno celico pa vezikli iz POPC : holesterol, 1 : 1 (mol : mol), do 1070 RU. b) Disociacijski graf, ki je v 
primeru TolA-PFOD4 14 zelo odstopal od linearne funkcije (črtkana črta). c) Razklopljena vezava z 
označenimi izračunanimi odzivi komponent 1 in 2 ter seštevkom obeh komponent, ki predstavlja prileganje 
na prilagojen model vezave na heterogen ligand. 
 
Vezava različice TolA-PFOD4 38 je bila po kinetiki vezave nekje vmes v primerjavi 
s prejšnjima različicama, saj sta imeli obe komponenti pri vezavi na membrano približno 
enako težo (slika 36). Posebnost različice TolA-PFOD4 38 je bila odsotnost t. i. motiva za 
prepoznavo holesterola pri CDC, to sta aminokislinska ostanka T in L na mestih 490 in 
491, gledano na cel protein PFO [32]. Namesto tega sta na omenjenih mestih prisotna 
aminokislinska ostanka V in W. Pokazali smo, da je bila različica brez motiva za 
prepoznavo holesterola zmožna vezave na membrane POPC : holesterol, 1 : 1 (mol : mol), 








Slika 36. Vezava rekombinantnega proteina TolA-PFOD4 38 na membrano SUV POPC : holesterol, 1 : 1 
(mol : mol). a) Eksperimentalni podatki petih zaporednih 45-sekundnih injiciranj rekombinantnega proteina 
(25–2000 nM) v enem ciklu in prileganje celokupne vezave na prilagojeni model vezave s heterogenim 
ligandom. Na referenčno pretočno celico so bili veziki iz POPC nanešeni do odziva 1290 RU, na merilno 
pretočno celico pa vezikli iz POPC : holesterol, 1 : 1 (mol : mol), do 1100 RU. b) Disociacijski graf, ki je v 
primeru TolA-PFOD4 38 precej odstopal od linearne funkcije (črtkana črta). c) Razklopljena vezava z 
označenimi izračunanimi odzivi komponent 1 in 2 ter seštevkom obeh komponent, ki predstavlja prileganje 
na prilagojen model vezave na heterogen ligand. 
 
Različice TolA-PFOD4 so se med seboj razlikovale v hitrosti asociacije in 
disociacije, medtem ko je bila KD približno enaka pri vseh treh. Slika 37 osnovne kinetične 
parametre prikazuje na grafu odvisnosti ka od kd. Poševne črte označujejo enako KD pri 
različnih ka in kd. Kinetični parametri so prikazani po razklopljenih komponentah različic 
rekombinantnih proteinov TolA-PFOD4. Predstavljene so le komponente, ki prispevajo 
več kot 15 % odziva k celokupni vezavi. Ocene kinetičnih parametrov za komponente, ki 
predstavljajo manjši prispevek k celokupni vezavi, so imele namreč tudi večjo napako, ker 
so bile bolj podvržene šumu sistema. Prispevek posamezne komponente k celokupni 
vezavi določene različice smo izračunali na podlagi maksimalnega odziva komponente, 
izračunanega s programsko opremo BiaEvaluation  v3.2, po enačbi 6, predstavljeni na str. 
52. Preglednica 9 prikazuje pregled kinetičnih parametrov, določenih z meritvami SPR. 
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Slika 37. Afiniteta vezave rekombinantnih proteinov TolA-PFOD4 na membrano POPC : holesterol, 1 : 1 
(mol : mol) – primerjava kinetičnih parametrov prevladujočih komponent treh različic TolA-PFOD4. 
Prikazane točke so izračunane vrednosti ka in kd po prilagojenem modelu vezave na heterogen ligand za 
posamezne meritve in posamezne komponente. Črte v enaki barvi prikazujejo s. d. od povprečja meritev, ki 
se nahaja na stičišču teh črt za posamezno komponento pri izbrani različici. 
 
Preglednica 9. Vezavni parametri različic TolA-PFOD4 pri meritvah SPR. ka1: hitrostna konstanta asociacije 
komponente 1; kd1: hitrostna konstanta disociacije komponente 1; KD1: ravnotežna konstanta disociacije 
komponente 1; ka2: hitrostna konstanta asociacije komponente 2; kd2: hitrostna konstanta disociacije 
komponente 2; KD2: ravnotežna konstanta disociacije komponente 2; odstotek komp. 1: prispevek 
komponente 1 (vezava na bolj izpostavljene molekule holesterola v membrani) k celokupni vezavi, določen 
na podlagi prispevka izračunanih maksimalnih odzivov vezave (Rmax)  s. d., n = 3–4. S sivo barvo so 
napisani kinetični parametri za komponente, ki k celokupni vezavi prispevajo manj kot 15 %, imajo zaradi 
tega veliko napako, ter niso relevantni. Preglednica z vsemi izmerjenimi kinetičnimi podatki SPR se nahaja 
































































Vezavo vseh treh različic TolA-PFOD4 smo testirali tudi na membrane z manjšim 
mol % holesterola. Vezavo na membrane s 40 mol % in s 30 mol % holesterola 
(POPC : holesterol, 3 : 2 in 7 : 3, mol : mol) smo zaznali pri TolA-PFOD4 14 in v manjši 
meri tudi pri TolA-PFOD4 38 (slika 38). Na membrane z 10 mol % membranskega 





prilagojeni model vezave na heterogen ligand omogoča razlago tudi tega pojava. V pogojih 
znižanega mol % holesterola v membranah iz POPC ni prisotnih skupkov dveh ali več 
molekul holesterolov oz. je holesterol manj izpostavljen in dostopen za vezavo s 
proteinom. Pri TolA-PFOD4 14 pa je prevladovala komponenta, ki se je lahko vezala na 
težje dostopen holesterol v membrani, kar ji je omogočalo vezavo tudi pri 30 mol % 
holesterola v membrani. Pod tem mol % postane holesterol popolnoma nedostopen za 
interakcije s CDC. S predstavitvijo na ribosomih smo torej uspeli obogatiti tudi različice, 
ki so se vezale manj selektivno oz. manj specifično, saj za vezavo niso nujno potrebovale 
membran z deležem holesterola nad 40 mol % (v primeru membran iz POPC in 
holesterola), kot ga je TolA-PFOD4 00. Kljub temu je šlo še vedno za vezavo na holesterol, 
saj pri manjših mol % holesterola v membrani vezave nismo zaznali. 
 
 
Slika 38. Vezava različic rekombinantnih proteinov TolA-PFOD4 na membrane s 30 mol % holesterola. 
Različice so bile titrirane v načinu enega cikla pri enakih pogojih, vendar pri različnih koncentracijah. Pri 
TolA-PFOD4 00 in TolA-PFOD4 38 so bile koncentracije v razponu 25 nM–4 M, pri TolA-PFOD4 14 pa 
12,5 nM–200 nM. 
 
Po selekciji so se znatno obogatile različice, ki so na prvem mestu za naključno 
vgrajevanje aminokislin vsebovale triptofan, ki je aminokislina, zelo pogosto prisotna na 
stiku proteina z membrano [165, 166]. Različici TolA-PFOD4 14 in TolA-PFOD4 38 sta 
bili v primerjavi s TolA-PFOD4 00 bolj hidrofobni (slika 39), na mestih za naključno 
vgrajevanje pa sta vsebovali nenabite aminokislinske ostanke.  
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Slika 3939. Modeli tridimenzionalne zgradbe različic rekombinantnih proteinov TolA-PFOD4, pripravljeni 
s programoma SWISS-MODEL [167] in Pymol [145]. Aminokislinski ostanki na mestih za naključno 
vgrajevanje so obarvani po White-Wimleyevi lestvici glede na hidrofobnost in njihovo umeščanje na stiku 
vode in membranskih lipidov [168], pri čemer zelena barva predstavlja aminokislinske ostanke, ki se 
umeščajo v stike vode in membranskih lipidov (imajo pozitivno spremembo proste energije; to so aromatske 
aminokisline, pri čemer ima največjo G triptofan, in sicer 1,85 kcal/mol), rdeča barva pa aminokislinske 
ostanke, ki se načeloma ne umeščajo v takšne stike (imajo negativno spremembo proste energije; to so nabite 
aminokisline in peptidna vez, najbolj negativno G ima glutamat, in sicer –2,05 kcal/mol). 
 
Aminokislinske zamenjave izbranih različic PFOD4 v kontekstu celega proteina 
PFO niso vplivale na njegovo biološko aktivnost. To smo ugotovili s hemolizo govejih 
eritrocitov z rekombinantnimi proteini PFO, ki so v četrti domeni vsebovali aminokislinske 
ostanke, prisotne pri različicah PFOD4 00, PFOD4 14 in PFOD4 38. Vse tri različice so 







Slika 40. Hemoliza eritrocitov, sprožena z različicami 00, 14 in 38 v obliki celih rekombinantnih proteinov 
PFO. Z rdečo barvo je prikazana aktivnost PFO 00 brez histidinske oznake, z modro barvo aktivnost različice 
PFO 14 s heksahistidinsko oznako in z zeleno barvo aktivnost različice PFO 38 s heksahistidinsko oznako. 
Prikazana so povprečja maksimalne hitrosti hemolize s s. d., n = 3.
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Proučevanje vezave proteinov na lipide je zaradi kompleksnosti sistema zahtevnejše 
kot proučevanje interakcij med samimi proteini. Zgodi se, da raziskovalci npr. pri 
krioelektronski mikroskopiji v tridimenzionalno zgradbo proteina ujamejo tudi delce 
lipidov, kar nam pomaga pri raziskovanju interakcij protein-lipid, sicer pa so na tem 
področju potrebne nove in inovativne tehnike za določanje tridimenzionalnih zgradb in 
spektroskopske tehnike za podrobno razumevanje interakcij in dinamike lipidov v bližini 
proteinov. V sklopu te doktorske disertacije smo na Odseku za molekularno biologijo in 
nanobiotehnologijo Kemijskega inštituta vzpostavili inovativen sistem za doprinos novih 
spoznanj o delovanju CDC z vpeljavo tehnike predstavitve na ribosomih. Tehniko smo 
uporabili za iskanje novih proteinov, ki se močno in specifično vežejo na CDC (LLO), ter 
za usmerjeno evolucijo regije CDC (PFO), ki je odgovorna za vezavo na tarčno membrano. 
Tehnika predstavitve na ribosomih v primerjavi z drugimi pristopi omogoča veliko število 
kombinacij različnih mutacij na različnih mestih v molekuli in usmerjeno evolucijo 
proteinov za pridobitev različic, ki se vežejo na izbrano tarčno molekulo.  
Postopek pridobivanja takšnih ligandov je relativno zahteven, vendar omogoča 
edinstven pristop. Predstavitev na ribosomih je za pridobitev proteinskega ogrodja za vezavo 
na CDC na osnovi DARPin-a primernejša od ostalih in vitro selekcijskih tehnik, saj bi npr. 
s predstavitvijo na kvasovkah ali fagih težko dobili tako močno in specifično vezavo, ker se 
v postopku selekcije poleg proteinskega ogrodja na tarčno molekulo vežejo še cele kvasovke 
oz. bakteriofagi. Pri postopku selekcije je bil najbolj občutljiv dejavnik koncentracija 
magnezijevih ionov v translacijski reakciji, kar ne preseneča, saj ti igrajo pomembno vlogo 
pri več korakih sinteze proteinov: pri aminoacilaciji tRNA [169], pri nastanku iniciacijskih 
skupkov [170] in pri vzdrževanju ribosomskih skupkov [171]. 
V začetku smo testirali vezavo tarčne molekule (LLO) na podlago tako z uporabo 
sistema neutravidin-biotin kot neposredno vezavo na podlago. Ker s testom ELISA nismo 
opazili razlik pri vezavi, smo selekcijo nadaljevali le s pritrjevanjem tarčnega proteina 
neposredno na podlago. Eden izmed DARPin-ov s tremi modularnimi in dvema krovnima 





z mikromolarno afiniteto (KD) vezal tako na LLO, kot na Y406A, pritrjena na podlago. 
Najverjetneje je ob vezavi proteina na senzorski čip, pri čemer se je protein z aminskimi 
skupinami vezal na karboksilne skupine na čipu, in pri neposredni vezavi proteina na 
podlago s hidrofobnimi interakcijami (to smo uporabljali pri selekciji s predstavitvijo na 
ribosomih in pri testu ELISA) prišlo do spremembe v zgradbi rekombinantnih proteinov 
LLO in Y406A, pri čemer sta se izpostavila nenativna epitopa, ki pri proteinih v raztopini 
nista dostopna topilu. Zaradi tega bi bila posredna vezava tarčnega proteina na podlago 
verjetno boljša izbira. Zaradi deformacije tarčnega proteina ob vezavi neposredno na 
podlago s predstavitvijo na ribosomih nismo obogatili DARPin-ov, ki bi vplivali na 
delovanje nativnega LLO, temveč smo našli takšnega, ki je zaviral aktivnost LLO z mutacijo 
v domeni 2. Potrdili pa smo hipotezo, da aktivnost CDC lahko spremenimo tako, da nanj 
vežemo majhno proteinsko ogrodje, pripravljeno s tehniko predstavitve na ribosomih. 
Izbrano majhno proteinsko ogrodje, D22, se je z nanomolarno afiniteto specifično in 
selektivno vezalo na od pH odvisen mutant CDC. V primeru nemodificiranega tarčnega 
proteina v raztopini se je D22 vezal le na Y406A in ne na ostale podobne proteine (LLO, 
PFO in različne mutirane različice teh dveh proteinov). Predhodna vezava D22 na Y406A je 
še vedno omogočala vezavo skupka Y406A-D22 na membrano, vendar je preprečila 
nastanek pore, hkrati pa je bila vezava D22 na Y406A mogoča tudi, ko je bil slednji že vezan 
na membrano. Vezava D22 in Y406A je bila reverzibilna s hitro asociacijo in počasno 
disociacijo, stehiometrija vezave je bila 1 : 1. Pri vezavi so bile glede na ugodno entalpijo 
(H) in manj ugodno entropijo (–TS) najverjetneje poleg nastanka vodikovih vezi prisotne 
tudi manjše konformacijske spremembe proteinov D22 in/ali Y406A. D22 se je vezal na 
Y406A v raztopini, ko je bil ta v monomerni obliki, in tudi ko je bil vezan na membrano. Pri 
slednjem primeru zaenkrat še ni jasno, ali do interakcije D22 pride s preporo, s poro ali z 
obema oblikama Y406A. Ker glede na podatke sipanja rentgenskih žarkov v raztopini 
(SAXS, ang. Small Angle X-ray Scattering) predvidevamo, da se D22 veže na domeno 2 
Y406A [164], sklepamo, da ta domena ni aktivno vključena v začetno vezavo na membrano. 
Najverjetneje domena 2 oz. aminokislinski ostanek 406 pri LLO tudi ni ključen za 
oligomerizacijo CDC na membrani. Slednje domnevamo na podlagi kinetičnih parametrov, 
pridobljenih s SPR. Disociacija predhodno inkubiranega skupka Y406A-D22 z membrane 
je namreč zelo počasna, kar pomeni, da že med fazo asociacije prihaja do oligomerizacije. 
Nasprotno je bila disociacija zelo hitra npr. v primeru same domene 4 CDC, ki ne 
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oligomerizira na membrani (rezultati meritev vezave PFOD4 na membrano z SPR). Domena 
2 najverjetneje igra vlogo šele pri končnih korakih nastajanja pore, kjer je obširna 
preureditev v zgradbi domene 2 predpogoj za vstavitev vijačnic iz domene 3 v membranski 
dvosloj. Sklepamo, da do tega koraka pri Y406A z vezanim D22 ne pride in posledično je 
onemogočen nastanek pore. Ostale strategije, s katerimi bi majhno proteinsko ogrodje še 
lahko preprečilo aktivnost CDC, so preprečevanje vezave na membrano, preprečevanje 
drugih preureditev v zgradbi CDC, preprečevanje oligomerizacije, zamašitev pore ali 
kombinacija več strategij. S tega področja smo objavili pregledni članek v reviji Toxins 
[172]. V prihodnosti bi lahko s tehniko predstavitve na ribosomih nadaljevali z iskanjem 
vezavnih ogrodij za vezavo na različne epitope CDC, s katerimi bi skušali vplivali na 
aktivnost CDC. Na ta način bi bilo možno pridobiti še dodatne podatke o mehanizmu 
nastanka pore in o zgradbah CDC, katerih tridimenzionalna zgradba še ni znana. 
Zaradi svoje narave delovanja so CDC v kombinaciji z zaviralci aktivnosti zanimivi 
tudi za sintezno biološke ter nanobiološke aplikacije, ker omogočajo kontroliran prehod 
makromolekul med razdelki, razmejenimi z membranami. S tega področja smo objavili 
izvirni znanstveni članek v reviji ACS Synthetic Biology [164]. Za postavitev proteinskih 
logičnih vrat na membrani smo uporabili kombinacijo proteinov Y406A in D22 ter lipidnih 
veziklov, vhodne signale pa so predstavljali znižanje pH, reducirajoče okolje in encimsko 
delovanje metaloproteinaze (slika 41). D22 smo zaradi stabilnosti sistema, bolj učinkovite 
inhibicije Y406A in možnosti uvajanja novih signalov za aktivacijo pritrdili na membrano z 
uporabo različnih lipidov, poleg tega pa je D22 na C-koncu proteina vseboval prepoznavno 
mesto za metaloproteinazo. Za aktivacijo sistema, katerega delovanje lahko opišemo z 
logično funkcijo ALI-IN (ang. OR-AND), sta potrebna vsaj dva signala, v našem primeru 
znižanje pH in odstranitev D22 iz sistema. Slednje lahko dosežemo na različne načine glede 
na kemijski mehanizem, uporabljen za pritrditev D22 na membrano (npr. reducent, ki cepi 
disulfidno vez, s katero je D22 vezan na lipid), in glede na signalno zaporedje na C-koncu 
D22 (npr. prepoznavno mesto za proteazo). Ko se sistem aktivira, Y406A na membrani 
vezikla tvori veliko poro, ki omogoča sprostitev učinkovine iz notranjosti vezikla v okolje. 
Edinstvena lastnost takšnega sistema je kontroliran nastanek zelo velikih por v membrani 
vezikla, kar omogoča sproščanje majhnih molekul, bioloških zdravil in ostalih molekul, 
velikih tudi do 150 kDa [30]. Sistem proteinskih logičnih vrat na membrani, za katerega smo 





zdravljenje rakavih obolenj. V primerjavi z normalnimi tkivi so namreč za tumorska tkiva 
značilne specifične lastnosti [173], ki predstavljajo vhodne signale za aktivacijo sistema 




Slika 411. Shematska predstavitev uporabe specifične interakcije rekombinantnih proteinov D22 in Y406A v 
sintezni biologiji. Prikazana je modularnost sistema proteinskih logičnih vrat na membrani s številnimi 
možnostmi za dodajanje novih vhodnih signalov. 
 
Tehniko predstavitve na ribosomih smo uspešno uporabili tudi za selekcijo različic 
proteinov PFOD4 za vezavo na membrano s holesterolom. Pri selekcijskih pristopih in vitro 
se z redkimi izjemami [177] uporabljajo globularni proteini, ki so zasnovani kot zelo stabilna 
ogrodja z dobrimi vezavnimi lastnostmi. Proteini, ki niso specifično prilagojeni za 
selekcijske pristope, pa predvsem zaradi manjše stabilnosti predstavljajo večji izziv, vendar 
smo se zaradi biološke in potencialne terapevtske pomembnosti CDC odločili, da je vredno 
vložiti nekoliko več truda v pripravo rekombinantnih proteinov PFOD4 na osnovi CDC in 
vzeli v zakup, da nekaterih različic proteinov ni bilo mogoče pridobiti v popolnoma čisti 
Omersa, N. Vpeljava tehnike predstavitve na ribosomih za proučevanje interakcij proteinov z membranami. 
   Dokt. disert., Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Medicinska fakulteta, Interdisciplinarni doktorski študij Biomedicina, 2020 
87 
 
obliki. Tako je npr. različica TolA-PFOD4 00 kljub čiščenju z nikelj-afinitetno 
kromatografijo in dodatnemu čiščenju s kromatografijo z ločevanjem po velikosti ali z 
ionsko-izmenjevalno kromatografijo še vedno vsebovala nekaj nečistoč oz. razpadnih 
produktov fuzije. Zaradi tega morda dejanski kinetični parametri, izračunani za 
TolA-PFOD4 00 malenkost odstopajo od parametrov, izračunanih z meritvami SPR, kjer je 
za določitev kinetičnih parametrov potrebna zelo natančno določena koncentracija analita. 
Podobno velja za proučevane različice v obliki celih proteinov PFO, ki smo jih uporabili za 
testiranje aktivnosti s hemolizo. Vezavne parametre smo določili s SPR na podlagi 
standardne kemijske kinetike reakcij. Za opis vezave proteinov na membranske sisteme bi 
bili sicer ustreznejši kinetični modeli, ki bi namesto proste difuzije reaktantov v raztopini 
upoštevali adsorpcijo in desorpcijo molekul na površine in ki bi upoštevali tudi večje 
molekulske mase veziklov in proteinskih skupkov. 
Po štirih krogih selekcije TolA-PFOD4 na membrane s holesterolom je prišlo do 
obogatitve določenih aminokislinskih ostankov, pri čemer so se aminokislinski ostanki na 
štirih od sedmih mest, pripravljenih za naključno vgrajevanje kodonov, v primerjavi z divjim 
tipom večinoma ohranili (Šakanović in sod., članek v pripravi). Pokazali smo, da je s tehniko 
predstavitve na ribosomih možno dobiti proteine, ki se vežejo na lipidno membrano z 
različnimi kinetičnimi parametri in za vezavo na membrano potrebujejo različne mol % 
membranskega holesterola. To predstavlja potrditev druge hipoteze doktorske 
disertacije, kjer smo predpostavili, da je s spreminjanjem mest za vezavo holesterola 
na četrti domeni CDC možno spremeniti selektivnost CDC do holesterola. Dve različici 
proteina TolA-PFOD4, ki smo ju izbrali za določitev kinetičnih parametrov, sta imeli 
divjemu tipu primerljivo afiniteto (ravnotežno konstanto disociacije KD), a različne hitrostne 
konstante asociacije in disociacije.  
Hidrofobni aminokislinski ostanki so se na izbranih mestih za naključno vgrajevanje 
aminokislin obogatili precej bolj, kot je to sicer prisotno v naravi. Če bi želeli, bi takšno 
obogatitev verjetno lahko delno preprečili z uporabo kodonov, ki omejujejo vgrajevanje 
hidrofobnih aminokislin, ali z dodatnim predselekcijskim korakom vezave knjižnice PFOD4 
na podlago in na membrane brez ali z manjšim odstotkom holesterola, kjer bi se znebili manj 
specifičnih različic in nato selekcijo na membrane s holesterolom izvedli le s preostankom 
skupkov PRM, ki se na tarčne membrane s holesterolom bodisi ne bi vezali ali pa bi se bolj 





najverjetneje v tem, da imajo pri vezavi na električno nevtralne oz. rahlo negativno nabite 
membrane glavno vlogo aromatski aminokislinski ostanki [178, 179], predvsem triptofan. 
Membrana iz POPC je električno nevtralna, dodatek holesterola pa povzroči, da postane 
rahlo negativno nabita [96, 180, 181]. V primerjavi s plazemskimi membranami živalskih 
celic, ki običajno vsebujejo približno 20 % anionskih lipidov in so negativno nabite [182], 
so umetni membranski sistemi, ki smo jih uporabljali pri našem delu, manj negativno nabiti, 
ker so sestavljeni le iz POPC in holesterola. Asociacija in disociacija sta bili pri izbranih 
dveh različicah TolA-PFOD4, ki sicer v naravi nista prisotni, hitrejši kot pri divjem tipu, in 
sklepamo, da je do tega prišlo na račun hidrofobnih interakcij. 
Disociacijski grafi za različici TolA-PFOD4 14 in TolA-PFOD4 38 so bili konkavni, 
kar je značilno za kompleksne heterogene reakcije. Vezave teh dveh različic ni bilo možno 
opisati z modelom vezave 1 : 1, zato smo postavili prilagojen model vezave analita na 
heterogen ligand. Pri tem smo membrano iz POPC in holesterola opisali kot heterogen 
ligand, ki vsebuje dva različna motiva za vezavo PFOD4, in sicer dve različno dostopni 
populaciji holesterola med molekulami POPC. Ugotovili smo, da se s predstavitvijo na 
ribosomih obogateni različici TolA-PFOD4 na membrano vežeta na enak način kot 00, poleg 
tega pa še na dodaten motiv na membrani, ki ga predstavlja manj izpostavljen membranski 
lipid holesterol, obdan z molekulami POPC. Pri tem je drugi način vezave pri različici 14 
prevladoval, pri različici 38 pa sta bila oba načina približno enakovredna. Kinetika vezave 
na manj dostopen holesterol v membrani je bila z zelo hitro asociacijo in disociacijo znatno 
drugačna od kinetike divjega tipa. Različica TolA-PFOD4 14 se je za razliko od 
TolA-PFOD4 00 in od celega proteina PFO vezala tudi na membrane z manjšim mol % 
holesterola. To vezavo je verjetno omogočala aminokislinska zamenjava A401W. Pri tem je 
šlo še vedno za specifično vezavo na holesterol, saj pod 30 mol % holesterola v membranah 
POPC : holesterol membranski holesterol ni več dostopen za interakcije in do interakcije 
TolA-PFOD4 s takimi membranami ni prišlo. 
Slika 42 prikazuje tridimenzionalno zgradbo PFOD4 in modele različic PFOD4 14 in 
PFOD4 38 z označenimi aminokislinskimi ostanki, ki se razlikujejo od PFOD4 00. Pri obeh 
različicah je šlo za zamenjavo alanina (A401) v triptofan (W). Ta ima v splošnem izmed 
vseh aminokislin največjo vlogo pri vezavi dveh molekul [165,166,183] in se v nasprotju z 
alifatskimi aminokislinami preferenčno veže na površino membrane [184], kar pospeši tako 
asociacijo kot disociacijo proteina z membrane [185] v primerjavi s PFOD4 00.  
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Slika 42. Tridimenzionalna zgradba PFOD4 z označenimi aminokislinskimi ostanki, ki se razlikujejo med 
različicami PFOD4. PFOD4 00 (PDB ID 1PFO) (sivo) je prikazan z elementi sekundarne zgradbe in s prosojno 
površino, stranske skupine aminokislinskih ostankov, ki so posledica naključnega vgrajevanja kodonov, pa so 
prikazane s palčkami. Z modro (PFOD4 14) in zeleno (PFOD4 38) so prikazani na PFOD4 00 poravnani 
aminokislinski ostanki proučevanih različic, ki imajo drugačne kemijske lastnosti od aminokislin, prisotnih v 
PFOD4 00. Modeli so pripravljeni s programoma SWISS-MODEL [167] in Pymol [145]. 
 
Prav tako pri obeh različicah je bil negativno nabit glutamat (E458) zamenjan v valin 
(V), ki je nepolarna in hidrofobna aminokislina. Takšna zamenjava bi bila za vezavo na 
membrano sicer ugodna, saj zmanjšuje odboj med proteinom in membrano ter s sidranjem 
alifatskega aminokislinskega ostanka v hidrofobno jedro membrane upočasnjuje disociacijo 
proteina z membrane [185], vendar v tem primeru zamenjava ni imela znatnega učinka, ker 
je aminokislinski ostanek na tem mestu precej ugreznjen v vdolbino proteina (slika 39) in 
izbrano mesto očitno ni občutljivo na aminokislinske zamenjave [33]. Prav tako večjih 
učinkov na vezavo nismo pričakovali pri sicer na mutacije občutljivih mestih [31, 32, 42] 
pri zamenjavah arginina (R468) v histidin (H), saj sta oba aminokislinska ostanka kationska 
in približno enako velika, le da H ni vedno protoniran, ter treonina (T490) v podobno majhno 
in polarno aminokislino serin (S). Zamenjavo domnevnega prepoznavnega motiva za 
holesterol treonin-levcin (T490 in L491) [32] v valin-triptofan (VW) pri PFOD4 38 pa smo 





Mutacija posameznih aminokislinskih ostankov iz tega motiva ali zamenjava v motiv LT 
namreč vodi v neaktivno različico proteina [31, 32], nasprotno pa se je ob sočasni zamenjavi 
obeh aminokislin tega motiva v motiv VW, ki je prav tako sestavljen iz alifatske in 
hidrofobne aminokisline, očitno lahko ohranila tako zmožnost vezave na membrane s 
holesterolom kot tudi biološka aktivnost celega proteina, saj pri hemolizi nismo opazili 
znatnih sprememb v primerjavi z divjim tipom PFO. 
V nasprotju z uveljavljenim prepričanjem, da je za vezavo PFO na membrano nujna 
prisotnost aminokislinskega motiva TL na mestih 490 in 491 [31, 32, 36, 51, 53–55, 186, 
187], gledano na cel protein PFO, smo torej pokazali, da je različica brez tega motiva prav 
tako zmožna vezave na membrane POPC : holesterol, 1 : 1 (mol : mol), in to celo s 
primerljivo afiniteto (KD) kot divji tip (TolA-PFOD4 00). 
Z usmerjeno evolucijo ohranjene proteinske domene CDC za vezavo na membrano 
smo spoznali, da je raznolikost motivov, ki omogočajo specifično vezavo CDC na 
membrano s holesterolom, precej večja, kot smo pričakovali (Šakanović in sod., članek v 
pripravi). V nadaljevanju bi podoben pristop lahko uporabili za usmerjeno evolucijo 
proteinskih različic, ki npr. niso specifične za membranski holesterol ali za spreminjanje 
selektivnosti za druge sterole ali lipide. Proteinske različice s spremenjeno specifičnostjo ali 
selektivnostjo do membranskega holesterola bi bile uporabne na področju sintezne biologije 
in nanobiotehnologije. 
Ker pri interakcijah proteinov z membranami ne gre nujno le za enostavno interakcijo 
enega ali več aminokislinskih ostankov z eno molekulo v membrani in ker ima določena 
mutacija lahko na vezavo različen vpliv glede na to, kateri so ostali aminokislinski ostanki 
v okolici, predstavlja tehnika predstavitve na ribosomih znatno prednost pred klasično 
mutagenezo. Omogoča izjemno diverziteto potencialnih vezavnih proteinov (teoretično 1012 
različnih genskih vključkov), ki je s pristopom mutageneze ne bi mogli testirati, in 
kombinacije aminokislinskih zamenjav na različnih mestih v proteinu, ki bi jih morda z 
racionalnim pristopom načrtovanja izpustili ali do njih s postopnimi mutacijami morda ne bi 
prišli, ker vmesne različice včasih niso aktivne. Predstavitev na ribosomih omogoča tudi 
zorenje afinitete, vgrajevanje nenavadnih aminokislin in produkcijo toksičnih proteinov in 
je zelo prilagodljiva za selekcijo vezavnih proteinov na različne tarčne molekule. 
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- Pripravili smo sistem za translacijo 30 S, s katerim smo lahko uspešno pripravljali 
proteine oziroma skupke PRM za predstavitev na ribosomih. 
- Pripravili in očistili smo rekombinantne proteine D22, Y406A, TolA-PFOD4 00, 
TolA-PFOD4 14 in TolA-PFOD4 38. 
- S tehniko predstavitve na ribosomih smo pridobili proteinsko ogrodje, ki se je vezalo na 
CDC in spremenilo njegovo aktivnost. S tem smo potrdili prvo hipotezo doktorske 
disertacije. 
- D22 se je z veliko afiniteto vezal na Y406A in ne na druge ozko sorodne proteine. 
Sorodni DARPin-i se na Y406A niso vezali. Interakcija D22-Y406A ni ovirala vezave 
Y406A na membrano, zavirala pa je nastanek pore. 
- Potrdili smo, da domena 2 pri LLO ni aktivno vključena v začetne korake nastanka pore, 
sodeluje pa pri vstavitvi vijačnic iz domene 3 v membranski dvosloj. 
- Lastnosti proteinov D22 in Y406A ter značilnosti njune interakcije smo uporabili za 
postavitev molekularnih logičnih vrat in princip delovanja ter možnosti terapevtske 
uporabe takega sistema objavili v izvirnem znanstvenem članku v reviji ACS Synthetic 
Biology [164]. Kopija članka je priložena v poglavju Dodatek (str. 101–115). 
- S tehniko predstavitve na ribosomih smo pridobili različice PFOD4, ki so se na 
membrano s holesterolom vezale z različnimi kinetičnimi parametri. 
- S spreminjanjem aminokislinskih ostankov CDC, ki so predvidoma vključeni pri vezavi 
na membrano, smo uspeli spremeniti selektivnost oz. specifičnost CDC do membrane s 
holesterolom. S tem smo potrdili drugo hipotezo doktorske disertacije. 
- Tehnika predstavitve na ribosomih je v kombinaciji z uveljavljenimi metodami za 
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Slika 43. Shematska predstavitev genske knjižnice scFv. 
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7.4 Aminokislinski ostanki na mestih za naključno vgrajevanje kodonov pri DARPin-ih, 
ki so se obogatili po šestih krogih selekcije na LLO (zaporedja določena 25 klonom 
DARPin-ov po selekciji): 
DARPin 1: TWLRMGHVALAWLNEVVRNV 
DARPin 2: TAVIHLDGHWPMRHSGGLRV 
DARPin 3: HPSHFHYESRIARDTRVAVS 
DARPin 4: KVSFGYYCSRVLTHQCESDR 
DARPin 5: TAVIHLDGHWPMRHSGGLRV 
DARPin 6: KRLVWRNIMWLGPNRVAFLT 
DARPin 7: ERSAHVDCTWLYVDMLRYHF 
DARPin 8: HPSHFHYGSRIARDMGNAWV 
DARPin 9: ITGPVFHICTLGVDCQTRKM 
DARPin 10: RTLVWRNRQWLAGHGAVRSI 
DARPin 16: ERSAHVDCMWLYVDMLRYHF 
DARPin 17: HPSHFHYGSRIARDLSMWHQ 
DARPin 20: SVDVWRDMIWLAAYVNMGVH 
DARPin 22: LYLQCWYSTWFLNHWMIRLQ 
DARPin 24: ERSTHVDCTWLYVDMLSYHF 
DARPin 25: SEHFACYLWLAFAHCRRLCL 
DARPin 28: TSTVWAYSRWTVRHRCVLLI 
DARPin 30: HPSHFHYGSRIARDTRVAVS 
DARPin 31: VAAVWRHALYLAGNRSRTLT 
DARPin 36: RIQRVCDRCAVVRHRCVLLI 
DARPin 37: NNSHFKDGSTICTDQGIRFV 
DARPin 38: TSTVWAYSRWTLPDSWDFFV 
DARPin 39: HPSHVCDRCAVVRHRCVLLI 
DARPin 40: HIQRVCDRCAVVRHRCVLLI 
DARPin 41: TSTVWAYSRWTLPDSWDFWS 
 
































7.7 Aminokislinska zaporedja CDC 
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7.8 Preglednice vezavnih parametrov SPR 
Preglednice 10–12 prikazujejo razširjen nabor podatkov, pridobljenih z meritvami SPR. Za 
vsako izmed različic TolA-PFOD4 so prikazani rezultati 3–5 meritev ter povprečje in s. d. 












































45 1,9E+03 8,9E-04 4,8E-07 745 1,3E+06 1,6E-02 1,3E-08 2 3,9–1000 3,1E+08 3,4 100 
1290/ 
1105 
45 1,2E+03 6,2E-04 5,2E-07 315 1,0E+05 1,9E-02 1,9E-07 3 24,7–2000 2,9E+08 14,5 99 
1260/ 
1140 
60 1,9E+03 8,4E-04 4,5E-07 209 2,2E+06 9,3E-04 4,3E-10 0 250–4000 3,8E+08 63,4 100 
povprečje  1,6E+03 7,8E-04 4,8E-07  1,2E+06 1,2E-02 6,6E-08      
s. d.  3,8E+02 1,4E-04 3,7E-08  1,0E+06 9,6E-03 1,0E-07      
 































60 8,4E+04 6,9E-05 8,2E-10 9 3,6E+06 8,0E-01 2,3E-07 145 62,5–1000 4,3E+07 10,6 6 
1150/ 
1600 
60 3,1E+04 1,6E-04 5,1E-09 20 1,4E+07 1,5E+00 1,0E-07 219 62,5–1000 7,1E+07 36,8 8 
1100/ 
1600 
180 3,4E+04 1,4E-04 4,0E-09 21 1,3E+07 1,7E+00 1,4E-07 215 3,9–1000 5,9E+07 33,2 9 
1200/ 
1200 
45 3,1E+03 4,7E-05 1,5E-08 18 4,5E+07 3,5E+00 7,7E-08 157 3,9–1000 4,5E+07 22,4 11 
1100/ 
1070 
45 7,0E+03 1,4E-05 1,9E-09 57 1,8E+07 7,8E-01 4,4E-08 97 1–250 5,2E+07 10,3 37 
povprečje  3,1E+04 7,2E-05 5,8E-09  2,0E+07 1,6E+00 1,1E-07      

























































































































45 5,0E+03 1,8E-04 3,7E-08 45 1,6E+05 5,9E-03 3,6E-08 10 1–250 2,8E+08 0,5 81 
1290/ 
1105 
45 8,8E+03 5,2E-04 5,9E-08 30 8,1E+04 2,7E-02 3,4E-07 89 24,7–2000 3,2E+06 9,4 25 
1260/ 
1140 
60 3,0E+03 1,0E-04 3,4E-08 44 2,6E+04 1,5E-02 5,8E-07 102 250–4000 1,9E+08 77,9 30 
povprečje  5,6E+03 2,7E-04 4,3E-08  9,0E+04 1,6E-02 3,2E-07      





7.9 Enačbe za računanje vezavnih parametrov s programom BiaEvaluation v3.2: 
𝐴 (𝑣 𝑟𝑎𝑧𝑡𝑜𝑝𝑖𝑛𝑖) = 𝑘𝑜𝑛𝑐. 
 
𝐴 [0]  = 0 
𝑑𝐴
𝑑𝑡
 = 𝑡𝑐  ∙ 𝑓
1
3⁄  ∙ (𝑘𝑜𝑛𝑐. −𝐴) − (𝑘𝑎1  ∙ 𝐴 ∙ 𝐿1 −  𝑘𝑑1  ∙ 𝐴𝐿1) − (𝑘𝑎2 ∙ 𝐴 ∙ 𝐿2 −  𝑘𝑑2  ∙ 𝐴𝐿2) 
 
𝐿1 [0] =  𝑅𝑚𝑎𝑥1 
𝑑𝐿1
𝑑𝑡
=  −(𝑘𝑎1  ∙ 𝐴 ∙ 𝐿1 −  𝑘𝑑1  ∙ 𝐴𝐿1) 
 




=  −(𝑘𝑎2  ∙ 𝐴 ∙ 𝐿2 −  𝑘𝑑2  ∙ 𝐴𝐿2) 
 
𝐴𝐿1 [0] = 0 
𝑑𝐴𝐿1
𝑑𝑡
=  (𝑘𝑎1  ∙ 𝐴 ∙ 𝐿1 − 𝑘𝑑1  ∙ 𝐴𝐿1) 
 
𝐴𝐿2 [0] = 0 
𝑑𝐴𝐿2
𝑑𝑡
=  (𝑘𝑎2  ∙ 𝐴 ∙ 𝐿2 − 𝑘𝑑2  ∙ 𝐴𝐿2) 
 
𝑆𝑘𝑢𝑝𝑛𝑖 𝑜𝑑𝑧𝑖𝑣 = 𝐴𝐿1 + 𝐴𝐿2 + 𝑅𝐼 
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